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6ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1 Στοιχεία βιολογίαν και καλλιέργειας του Ααβρακιού 
(Dicentrarchus labrax)
Ο τελεόστεος Dicentrarchus labrax, με την κοινή ονομασία Λαβράκι 
(εικ.Ι.Ι),είναι ένα ψάρι μεγάλης διατροφικής και οικονομικής αξίας. Το μήκος 
του μπορεί να φτάσει τα 100-105 εκατοστά και το βάρος του τα 12 κιλά. Η 
μεγαλύτερη διάρκεια ζωής έχει παρατηρηθεί πως είναι τα 15 χρόνια. Το σώμα 
του είναι κυκλικό και επιμηκισμένο και διαθέτει πλατύ στόμα με μικρά μυτερά 
δόντια, το οποίο χρησιμοποιεί για να πιάσει τη λεία του. Το χρώμα του 
σώματός του είναι γκρι κατά μήκος της πλάτης, ασημί στα πλευρά και άσπρο 
στην περιοχή της κοιλιάς. Τα νεαρά ψάρια έχουν σκούρες κηλίδες στην πλάτη 
τους, οι οποίες όμως εξαφανίζονται σταδιακά καθώς τα ψάρια μεγαλώνουν 
και ωριμάζουν, (www.fishbase.org)
Πρόκειται για ευρύαλο είδος, απαντάται δηλαδή τόσο σε αλμυρά όσο και σε 
υφάλμυρα ακόμη και σε γλυκά νερά. Όμως κατά το πρώτο στάδιο της 
ανάπτυξής του χρειάζεται 20-30% αλμυρότητα, ενώ στη συνέχεια δεν πρέπει 
να υπάρχουν απότομες και μεγάλες μεταβολές αυτής. Αρχίζει να τρώει όταν η 
θερμοκρασία του ύδατος φτάνει τους 7-8 βαθμούς και αντέχει σε θερμοκρασία 
30 βαθμών και πάνω, εφόσον υπάρχει καλή ανανέωση του ύδατος. Πάντως η
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7ιδανικότερη θερμοκρασία γιιχ την ανάπτυξή του κυμαίνεται μεταξύ 22-24 
βαθμών. Τα κατώτερα όρια αντοχής του Λαβρακιού όσον αφορά τη 
θερμοκρασία του ύδατος είναι 2-3 βαθμοί.
Όσον αφορά στο είδος του βιότοπου, προτιμά ακτογραμμές με αμμοφυκιάδες 
ή και βότσαλα, κοντά στις οποίες υπάρχουν εκβολές ποταμών ή χειμάρρων. 
Συχνά εισχωρεί και μέσα στα ποτάμια, καθώς επίσης συναντάται σε 
λιμνοθάλασσες και διβάρια. Κινείται συνήθως στη ρηχή ζώνη βάθους μέχρι 10 
μέτρων και πολύ κοντά στη ακτογραμμή, αν και πολλές φορές συναντάται και 
πολύ βαθύτερα .Μεγάλα άτομα του είδους αλιεύονται και σε βάθη μέχρι 90 
μέτρων (www.fishbase.org.) Είναι εξαπλωμένο σε όλες τις ανατολικές ακτές 
του Ατλαντικού ωκεανού, από τη Νορβηγία μέχρι το Μαρόκο, τις Καννάριες 
νήσους και τη Σενεγάλη, σε όλη τη Μεσόγειο και τη Μαύρη θάλασσα, (εικ.1.2).
εικόνα 1.2 περιοχές εξάπλωσης τον λαβρακιού. Πηγή, www.fishbase.org
Παρακάτω φαίνεται η συστηματική κατάταξη του είδους:
Βασίλειο Ζώα (Animalia)
Φύλο Χορδωτά (Chordata)
Κλάση Ακτινοπτερύγιοι (Actinopterygii)
Υποκλάση Τελεόστεοι (Teleostei)
Τάξη Περκόμορφα (Perciformes)
Οικογένεια Μορονίδες (Moronidae)
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8Το Λαβράκι ανήκει στην κατηγορία των σαρκοφάγων και αρπακτικών ψαριών. 
Έχει διαπιστωθεί ότι η βάση της διατροφής του ζώου αποτελείται από 
καρκινοειδή και μικρού μεγέθους ψάρια, κυρίως αφρόψαρα όπως αθερίνες, 
σαρδέλες και μικρά κεφαλόπουλα (www.fishbase.org).
Σε νεαρή ηλικία, τα λαβράκια σχηματίζουν κοπάδια προκειμένου να 
κυνηγήσουν, να τραφούν και να μετακινηθούν. Καθώς όμως μεγαλώνουν 
τείνουν να γίνονται πιο μοναχικά μέχρις ότου να φτάσουν στο επίπεδο να 
κυνηγούν ατομικά, χωρίς αυτό να σημαίνει ότι σταματούν να σχηματίζουν 
κοπάδια. Στο τέλος της νεαρής ηλικίας τα λαβράκια περιστασιακά 
μεταναστεύουν σε μικρές αποστάσεις, προτού απομακρυνθούν από την ακτή 
και μεταναστεύσουν σε μεγάλες αποστάσεις.(Jennings & Pawson 1992;_Picket & 
Pawson 1994).
Στοιχεία ιχθυοκαλλιέργειας
Η ιχθυοτροφία ή ιχθυοκαλλιέργεια είναι ο κλάδος ο οποίος ασχολείται 
αποκλειστικά με την εκτροφή ή καλλιέργεια χρήσιμων για τον άνθρωπο 
ψαριών, κάτω από ελεγχόμενες συνθήκες αναπαραγωγής και διαβιώσεως, 
μέσα σε κλειστά γλυκά, υφάλμυρα ή θαλάσσια ύδατα. Σκοπός της 
δραστηριότητας αυτής είναι η παραγωγή τροφίμων υψηλής θρεπτικής αξίας 
για τον άνθρωπο, με ζωικές ή φυτικές ιχθυοτροφές χαμηλής βιολογικής αξίας. 
Η ιχθυοτροφία, αν και αρχαία, απέκτησε μεγάλη σημασία μόνο κατά τη 
σύγχρονη εποχή. Αυτό οφείλεται από τη μια στην αυξανόμενη καθημερινή 
ζήτηση πρωτεϊνών ζωικής προελεύσεως από τον άνθρωπο και από την άλλη 
στις αξιόπιστες δυνατότητες που προσφέρει σήμερα η σύγχρονη τεχνολογία. 
Η βιομηχανία της ιχθυοκαλλιέργειας αποτελεί μια από τις πλέον 
αναπτυσσόμενες βιομηχανίες στον κόσμο με ετήσιο ρυθμό αύξησης της 
παραγωγής 10%, σε σύγκριση με 1,4% για την αλιεία και 2,8% για προϊόντα 
αγροτικής προέλευσης (FAO, 2004).
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9Η καλλιέργεια του λαβρακιού γινόταν αρχικά σε παράκτιες λιμνοθάλασσες 
και σε παλιρροιακές δεξαμενές προτού να ξεκινήσει ο αγώνας για την 
ανάπτυξη της μαζικής παραγωγής αυτού στο τέλος του 1960. Η 
ιχθυοκαλλιέργεια αρχικά είχε συσχετιστεί με την παραγωγή αλατιού. Η 
προμήθεια για αυτές τις καλλιέργειες προερχόταν από την παγίδευση 
κοπαδιών ψαριών ,τα οποία ζούσαν σε περιοχές κοντά σε εκβολές ποταμών. 
Στα τέλη της δεκαετίας του 1960 Ιταλία και Γαλλία συναγωνίζονταν 
προκειμένου να αναπτύξουν αξιόπιστες τεχνικές για την μαζική παραγωγή 
λαβρακιού, ενώ στα τέλη της δεκαετίας του 1970 αυτές οι τεχνικές ήταν αρκετά 
καλά αναπτυγμένες στις περισσότερες χώρες της Μεσογείου και παράγονταν 
εκατοντάδες χιλιάδες προνύμφες. Ενώ το 1985 η παραγωγή της μεσογειακής 
καλλιέργειας ψαριών ήταν μόλις 374 τόνοι τσιπούρας και λαβρακιού, ως το 
1990 η παραγωγή είχε αυξηθεί στις 3.876 τόνους, όπου η Ελλάδα, η Ισπανία και 
η Ιταλία κυριαρχούσαν με σχεδόν 80% όλης της παραγωγής. Το 2000 η 
συνδυασμένη μεσογειακή παραγωγή ξεπέρασε τις 130.000 τόνους. Και αυτή 
την περίοδο αρχίζει η κυριαρχία της Ελλάδας με σχεδόν το 50% (70.000 τόνοι) 
όλης της παραγωγής, ενώ οι άλλες σημαντικές χώρες παραγωγοί είναι η 
Τουρκία (20%, 28.500 τόνοι), η Ιταλία (12%, 17.000 τόνοι) και η Ισπανία (10%, 
14.140 τόνοι). Η κοσμογονία για τον κλάδο έρχεται αργότερα, και σήμερα 
λειτουργούν περίπου 250 μονάδες, των οποίων η παραγωγή είναι 85.000- 
100.000 τόνοι (Πανταρίδης, 2005). Ελλάδα, Τουρκία, Ιταλία, Ισπανία, Κροατία 
Αίγυπτος αποτελούν ορισμένες από τις μεγαλύτερες χώρες-παραγωγούς του 
λαβρακιού (εικ.1.3).
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εικΐ.3 μεγαλύτερες χώρες- παραγωγοί λαβρακιού. Πηγή:(ΈAO Fishery Statistics, 2004)J
Ιχθυοκαλλιέργεια-τεχνικές
Ol τεχνικές ιχθυοκαλλιέργειας διακρίνονται γενικά σε 3 κατηγορίες. 
Καθοριστικός παράγοντας για την διάκριση αποτελεί η διατροφή. Οι 
κατηγορίες και τα χαρακτηριστικά τους είναι οι εξής:
1. εκτατική-χαρακτηρίζεται η ιχθυοκαλλιέργεια όταν η εκτροφή του 
ιχθυοπληθυσμού γίνεται αποκλειστικά από το περιβάλλον.
2. ημι-εντατική-όταν η εκτροφή γίνεται από το περιβάλλον αλλά ταυτόχρονα 
παρέχεται και συμπλήρωμα διατροφής σε όλη τη διάρκεια του παραγωγικού 
κύκλου και κυρίως κατά τη διάρκεια φάσεων του παραγωγικού κύκλου^
3. εντατική-χαρακτηρίζεται η ιχθυοκαλλιέργεια όταν ο πληθυσμός τρέφεται 
αποκλειστικά με τροφές που τους παρέχονται από εξωτερικές πηγές, εκτός 
του περιβάλλοντος τους.
Το λαβράκι είναι ένα ψάρι μεγάλης οικονομικής σημασίας. Σήμερα μάλιστα, 
με την επιτυχή έκβαση σε ότι αφορά τη διατροφή του με συμπυκνωμένες
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ιχθυοτροφές, είναι δυνατή η εντατική κυρίως εκτροφή του σε όλες τις φάσεις 
μέσα σε τεχνητά υδροστάσια.
Μέθοδος εκτοοφής
Ο απαιτούμενος για την εκτροφή γόνος μπορεί να προέρχεται από τεχνητή 
γονιμοποίηση. Ο γόνος κατανέμεται σε δεξαμενές που βρίσκονται σε κλειστό 
χώρο. Εκεί αναπτύσσονται τα ιχθύδια μέχρι να φτάσουν σε μήκος 40mm 
περίπου. Μετά την απορρόφηση του λεκιθικού σάκου, οι προνύμφες τρέφονται 
με τροχόζωα, Artemia και κωπήποδα. Από τη 15ι ημέρα μετά την εκκόλαψη 
αρχίζει η χορήγηση τεχνητής συμπυκνωμένης τροφής. Μεταξύ της 75ις και 80'ΐς 
ημέρας μετά την εκκόλαψη, τα νεαρά ιχθύδια μεταφέρονται σε ιχθυοκλωβούς 
στη θάλασσα και τρέφονται αποκλειστικά με τεχνητή τροφή. Το εμπορεύσιμο 
μέγεθος του κυμαίνεται από 250-1000g (Pillay T.V.R., Aquaculture).
1.2 Βασική φυσιολογία πέψηα
Ο πεπτικός σωλήνας του λαβρακιού ξεκινάει από το στόμα και τη στοματική 
κοιλότητα, συνεχίζει στο φάρυγγα, τον οισοφάγο και το στομάχι, ακολουθούν 
τα πυλωρικά τυφλά, το πρόσθιο και το οπίσθιο έντερο και καταλήγει στην 
έδρα (εικ.1.5). Χαρακτηριστικό του ψαριού αυτού, όπως και όλων των 
σαρκοφάγων ψαριών, είναι το κοντό έντερο (αποτελεί περίπου το 20% του 
μήκους του σώματος) με τη μορφή ενός ευθύ σωλήνα, που συνδέει το στομάχι 
με την έδρα. Ένα ακόμη χαρακτηριστικό είναι το καλά διαμορφωμένο 
στομάχι, σε αντίθεση με άλλα είδη ψαριών. Το επιθήλιο του πεπτικού σωλήνα 
αντιπροσωπεύει μια σημαντική επιφάνεια επαφής ανάμεσα στο εξωτερικό και 
το εσωτερικό και διαδραματίζει σημαντικό ρόλο σε ποικίλες λειτουργίες, στις 
οποίες περιλαμβάνονται η πέψη και η απορρόφηση θρεπτικών, η 
ωσμορρύθμιση, η έκκριση ορμονών, η ανοσολογική απόκριση καθώς και η 
μεταφορά νερού και αλάτων για την διατήρηση της ομοιόστασης νερού και 
ανόργανων συστατικών (Μούτου, 2000).
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Η διαδικασία της πέψης αποτελεί ένα συντονισμένο συνδυασμό φυσικών, 
χημικών και ενζυμικών δραστηριοτήτων. Ξεκινάει από το στόμα και το 
φάρυγγα, όπου πραγματοποιείται μηχανική διάσπαση των τροφών. Στα 
τμήματα αυτά δεν έχει διαπιστωθεί μέχρι σήμερα καμία έκκριση πεπτικών 
ένζυμων. Η πέψη συνεχίζεται στον οισοφάγο, όπου κατά τη δίοδο της τροφής 
τα επιθηλιακά του κύτταρα εκκρίνουν βλέννα. Αυτή είναι απαραίτητη, καθώς 
παίζει το ρόλο λιπαντικού για τη διευκόλυνση της κατάποσης, ενώ 
παράλληλα αποφεύγεταιη καταστροφή των τοιχωμάτων του. Τα κύτταρα του 
οισοφάγου δεν εκκρίνουν πεπτικά ένζυμα, (Jobling et al, 1995), πρόσφατα όμως 
έχει διαπιστωθεί ο ρόλος τους στην ωσμορρύθμιση. Στη συνέχεια η τροφή 
εισέρχεται στο στομάχι, όπου συνεχίζεται η πέψη με τη βοήθεια των 
περισταλτικών κινήσεων των τοιχωμάτων του καθώς και των στομαχικών 
εκκρίσεων.
Οι λειτουργίες του στομάχου είναι γενικά η προσωρινή αποθήκευση, 
ανάμειξη και πρωτογενής πέψη της τροφής (Hernandez et al, 2001). Από 
μορφολογικής και λειτουργικής άποψης, το στομάχι διαχωρίζεται στην 
καρδιακή μοίρα, με λεπτά ελαστικά τοιχώματα και στην πυλωρική μοίρα με 
παχιά μυώδη τοιχώματα. Η πυλωρική μοίρα τελειώνει με τον πυλωρικό 
σφιγκτήρα που είναι η είσοδος στο άνω τμήμα του εντέρου. Στο στομάχι 
ξεκινάει η ενζυμική πέψη με τη δράση της πεψίνης σε όξινο περιβάλλον. Στους 
γαστρικούς αδένες των ψαριών έχει βρεθεί ένας μόνο κυτταρικός τύπος που
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παράγει υδροχλωρικό οξύ και πεψίνες, ενώ συναντιόνται και βλεννογόνα 
κύτταρα. Οι πεψίνες είναι ενδοπεπτιδάσες, οι οποίες εκκρίνονται ως ανενεργό 
ζυμογόνα και ενεργοποιούνται σε όξινες συνθήκες σε pH χαμηλότερο του 6. 
Τδρολύουν πεπτιδικούς δεσμούς μεταξύ αρωματικών και δικαρβοξυλικών 
αμινοξέων, με αποτέλεσμα να διασπούν πολύ λίγους από τους δεσμούς μιας 
πρωτεϊνικής αλυσίδας καταλήγοντας σε μικρότερα πολυπεπτίδια, που 
χρήζουν συμμετοχής άλλων πρωτεασών (Jobling et al, 1995).
Το όξινο περιεχόμενο περνάει στον πυλωρό διαμέσου του πυλωρικού 
σφικτήρα, ρόλος του οποίου είναι να ρυθμίζει το ρυθμό της γαστρικής 
εκκένωσης, και ακολούθως αφήνει το στομάχι από τον πυλωρό και 
εισέρχεται στο έντερο. Στο ανώτερο άκρο του εντέρου βρίσκονται μικρά 
πυλωρικά τυφλά (4 ή 5 στο λαβράκι), στη βάση των οποίων απελευθερώνονται 
οι εκκρίσεις του ηπατικού και παγκρεατικού αγωγού (Tanaka, 1971). Στους 
κυριότερους ρόλους των πυλωρικών τυφλών περιλαμβάνονται οι εξής: ΐ) η 
αποθήκευση της τροφής, μέχρι την εξουδετέρωση μέσω των παγκρεατικών 
εκκρίσεων του προερχόμενου από τη στομαχική πέψη όξινου pH, ϋ) η πέψη 
θρεπτικών συστατικών, λειτουργώντας συμπληρωματικά με αυτή του 
στομάχου, iii) η απορρόφηση των θρεπτικών, ϊν) συμμετοχή στη διαδικασία 
της οσμωρρύθμισης, ν) αύξηση ή συμπλήρωση της λειτουργίας του πεπτικού 
σωλήνα καθώς και νϊ) αύξηση της επιφάνειας του εντέρου (Μούτου, 2000; 
Buddington & Diamond, 1987).
Το μεγαλύτερο μέρος της ενζυμικής πέψης πραγματοποιείται καθώς η τροφή 
διέρχεται μέσω των πυλωρικών τυφλών και του εντέρου. Το έντερο είναι ένα 
σύνθετο πολυλειτουργικό όργανο το οποίο, πέρα από τις λειτουργίες της 
πέψης και της απορρόφησης θρεπτικών συστατικών, είναι σημαντικό για την 
ισορροπία νερού και ηλεκτρολυτών, την ενδοκρινή ρύθμιση της πέψης και του 
μεταβολισμού καθώς και την ανοσία. Παρουσιάζει σημαντική διακύμανση 
τόσο στο μήκος και την οργάνωση (Fange and Groove, 1979; Stevens, 1988), όσο 
και στην δομική ποικιλομορφία στα ψάρια (Suyehiro, 1942). Το πρόσθιο τμήμα
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του εντέρου θεωρείται η κύρια θέση απορρόφησης μακρομορίων στα 
περισσότερα είδη ψαριών και στο Λαβράκι (Dalmo et al, 1997). Το οπίσθιο 
έντερο παρουσιάζει σταδιακά ελαττούμενες Λειτουργίες πέψης και 
απορρόφησης και αυξημένα επίπεδα παραγωγής βλεννωδών εκκρίσεων, 
καθώς σε αυτό αυξάνεται ο αριθμός των βλεννογόνων κυττάρων πλουσίων σε 
κενοτόπια με ηωσινόφιλο περιεχόμενο, τα οποία έχουν την ικανότητα 
απορρόφησης και πέψης πρωτεϊνών με πινοκυττάρωση (Tan Tue, 1980). To 
επιθήλιο του εντέρου καλύπτεται γενικά από δύο τύπους κυττάρων, τα 
βλεννογόνα και τα κυλινδρικά μονόστιβα επιθηλιακά, τα οποία έχουν στην 
επιφάνειά τους μικρολάχνες που αυξάνουν σημαντικά την επιφάνεια 
απορρόφησης (Hernandez et al, 2001).
Η εντερική πέψη πραγματοποιείται από ένζυμα, που προέρχονται κατά κύριο 
λόγο από το πάγκρεας και τα εκκριτικά κύτταρα του εντερικού επιθηλίου 
αλλά και από την εντερική χλωρίδα (Μούτου, 2000). Το πάγκρεας , που 
παρέχει τη μεγαλύτερη ποικιλία και ποσότητα πεπτικών ενζύμων, δεν 
αποτελεί ένα συμπαγές όργανο αλλά παγκρεατικές νησίδες είναι διάχυτες 
κατά μήκος του φλεβικού συστήματος· από το συκώτι στο στομάχι, το σπλήνα, 
τα πυλωρικά τυφλά και το έντερο. Από το πάγκρεας παράγονται αλκαλικές 
πρωτεάσες, οι οποίες ανήκουν σε δύο μεγάλες οικογένειες, τις 
καρβοξυπεπτιδάσες και τις πρωτεάσες της σερίνης. Οι καρβοξυπεπτιδάσες 
ανήκουν στην οικογένεια των Μ14Α των μεταλλοπρωτεασών και διακρίνονται 
στην καρβοξυπεπτιδάση Α και καρβοξυπεπτιδάση Β. Συμμετέχουν στο 
μηχανισμό της πέψης διασπώντας περαιτέρω πεπτίδια που προκύπτουν από 
τη δράση της θρυψίνης και της χυμοθρυψίνης, που είναι πρωτεάσες σερίνης. 
Για την καταλυτική τους δράση απαιτούν ένα ιόν ψευδαργύρου Πιο 
συγκεκριμένα, η καρβοξυπεπτιδάση Α είναι μια εξωπεπτιδάση που αποσπά 
αμινοξέα από το καρβοξυτελικό άκρο πεπτιδικών αλυσίδων που έχουν 
αρωματικές ή ογκώδεις αλειφατικές, μη πολικές πλευρικές αλυσίδες ενώ η 
καρβοξυπεπτιδάση Β είναι εξειδικευμένη να αποσπά τα πολικά
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καρβοξυτελικά αμινοξέα Λυσίνης καί αργινίνης. Από τα κύτταρα του 
εντερικού επιθηλίου παράγονται δι- και τριπεπτιδάσες καθώς και 
αμινοπεπτιδάσες. Τα ένζυμα αυτά εμφανίζουν μεγίστη δραστικότητα σε 
ελαφρά αλκαλικές συνθήκες (pH 7-9) (Μούτου, 2000). Οι παγκρεατικές 
εκκρίσεις περιέχουν επίσης δικαρβονικά ιόντα, τα οποία σε συνεργασία με τα 
χολικά υγρά, δρουν προς εξουδετέρωση των οξέων που προέρχονται από το 
στομάχι και την αύξηση του pH (Μούτου, 2000). Έτσι εξασφαλίζονται οι 
κατάλληλες συνθήκες που επιτρέπουν την αποτελεσματική δράση των 
παραπάνω ενζύμων. Όταν ολοκληρώνεται η διάσπαση της τροφής με τη 
δράση και των πεπτικών ενζύμων, που εκκρίνονται από το εντερικό επιθήλιο 
και συγκεντρώνονται κυρίως στην περιοχή των λαχνών, προκύπτουν τα 
τελικά προϊόντα της πέψης (δισακχαρίτες, δι- και τρι- πεπτίδια, 
μονοσακχαρίτες, αμινοξέα, λιπαρά οξέα). Αυτά απορροφούνται και 
μεταφέρονται, μέσω των εντεροκυττάρων, στην κυκλοφορία του αίματος για 
να κατανεμηθούν στη συνέχεια στους υπόλοιπους ιστούς του σώματος. 
(Μούτου, 2000).
1.3 Ο poAoc τηα βακτηριακήζ μικροχλωρίδαα στην πέψη και 
την απορρόφηση των τροφών
Ολα τα ζώα είναι προσαρμοσμένα να ζουν σε έναν κόσμο που κυριαρχείται 
από μικροοργανισμούς. Οι σχέσεις μεταξύ ζώων και μικροοργανισμών είναι 
ιδιαίτερα πολύπλοκες και μπορεί να ποικίλουν από ανταγωνιστικές έως και 
συνεργιστικές (Roderick et al., 1985). Πολυάριθμοι πληθυσμοί 
μικροοργανισμών κατοικούν στον πεπτικό σωλήνα των ζώων και σχηματίζουν 
μία σχεδόν ολοκληρωμένη οικολογική μονάδα με τον οργανισμό-ξενιστή τους. 
Αυτή η σύνθετη οντότητα, αποτελούμενη από βακτήρια και άλλα είδη 
μικροοργανισμών, μπορεί να θεωρηθεί ως το καλύτερο μεταβολικά 
προσαρμοσμένο και γρήγορα ανανεώσιμο όργανο του σώματος, ένα όργανο
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που έχει ζωτικό ρόλο στις διατροφικές, φυσιολογικές, ανοσολογικές και 
προστατευτικές λειτουργίες του ξενιστή (Roderick et al. 2005).
Ο ρόλος, ακόμη και η ύπαρξη μόνιμης ενδογενούς μικροχλωρίδας στα ψάρια 
δεν ήταν αποδεκτά μέχρι τα τέλη του 1970. Την τελευταία δεκαετία όμως, η 
κατανόηση όσον αφορά την παρουσία των βακτηρίων στον πεπτικό σωλήνα 
των ψαριών έχει αυξηθεί σημαντικά και σε αυτό συνέβαλλε η ανάπτυξη 
ποικίλων τεχνικών, μεταξύ των οποίων και η ηλεκτρονική μικροσκοπία (Ringo 
et al. 2003). Σήμερα είναι πλέον αποδεκτό ότι τα ψάρια φιλοξενούν 
μικροβιακούς πληθυσμούς στον πεπτικό τους σωλήνα (Trust & Sparrow, 1974; 
Lindsay & Harris, 1980; Lesel et al. 1986;) οι οποίοι αποτελούνται από αερόβια, 
δυνητικά αερόβια και υποχρεωτικά αναερόβια βακτήρια. Ωστόσο από τις 
μελέτες που έχουν διεξαχθεί διαπιστώθηκε ότι τα κυρίαρχα βακτηριακά είδη ή 
γένη που εποικίζουν τον πεπτικό σωλήνα των περισσότερων ψαριών έχει 
αναφερθεί ότι είναι αερόβια ή δυνητικά αερόβια, χωρίς να αποκλείεται η 
ύπαρξη υποχρεωτικά αναερόβιων βακτηρίων (Trust & Sparow, 1974; Bairagi et 
al. 2002; Saha et al. 2006). Τόσο αλλόχθονα όσο και αυτόχθονα βακτήρια 
συναντώνται στο περιβάλλον του πεπτικού σωλήνα. Η αυτόχθονη ή 
ενδογενής μικροχλωρίδα συνίσταται από μικροοργανισμούς που είναι ικανοί 
να εποικίζουν το επιθήλιο του πεπτικού σωλήνα κατά την διάρκεια όλων των 
αναπτυξιακών σταδίων του ψαριού, ενώ η αλλόχθονη δεν μπορεί να 
καθιερωθεί, να δημιουργήσει δηλαδή αποικίες και να αναπτυχθεί, και υπάρχει 
μόνο παροδικά (Ringo et al. 2003). Η δημιουργία και καθιέρωση της 
μικροχλωρίδας του εντέρου καθορίζεται σε μεγάλο βαθμό από την 
μικροχλωρίδα του νερού καθώς και της τροφής που περιέχεται σε αυτό και 
προσλαμβάνεται από τα ψάρια, καθώς ο πεπτικός σωλήνας των ψαριών είναι 
ένα ανοιχτό σύστημα που βρίσκεται σε συνεχή επικοινωνία με το υδάτινο 
περιβάλλον. Το εσωτερικό του πεπτικού σωλήνα των ψαριών προσφέρει ένα 
περιβάλλον ιδανικότερο για τη μικροβιακή ανάπτυξη σε σχέση με το υδάτινο 
οικοσύστημα στο οποίο ζουν, καθώς είναι πολύ πλούσιο σε θρεπτικά
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συστατικά (Strom & Olafsen, 1990; Hansen et al. 1992). Για το Λόγο αυτό πολλά 
είδη βακτηρίων που βρίσκονται σε μικρούς αριθμούς στο υδάτινο περιβάλλον 
δημιουργούν πολυάριθμους πληθυσμούς στο περιβάλλον του εντέρου.
Η βακτηριακή μικροχλωρίδα του πεπτικού σωλήνα, εκτός από τον ζωτικό της 
ρόλο στην διατήρηση της υγείας του οργανισμού-ξενιστή, μέσω της αναστολής 
του εποικισμού του εντέρου από παθογόνους μικροοργανισμούς, συμβάλλει 
στην διαδικασία πέψης και απορρόφησης θρεπτικών συστατικών. Γενικά 
υπάρχουν ελάχιστες πληροφορίες που αφορούν την μικροβιακή κοινωνία και 
την ενζυμική της δραστηριότητα στον πεπτικό σωλήνα των ψαριών. Παρόλα 
αυτά η περιορισμένη μελέτη που έχει διεξαχθεί στον τομέα αυτό έδειξε πως η 
εντερική μικροχλωρίδα ασκεί τελικά θετική επίδραση στην διαδικασία πέψης 
(Ringo et al., 1995) με την συμμετοχή της σε διάφορες διαδικασίες όπως: 1) την 
παροχή εξωκυτταρυτών ενζύμων για την διάσπαση και απορρόφηση των 
θρεπτικών συστατικών (Ramirez & Dixon, 2003;) 2) την παραγωγή θρεπτικών 
συστατικών που δεν απαιτούν περαιτέρω υδρόλυση όπως αμινοξέα, γλυκόζη 
και λιπαρά οξέα (Ugolev, 1985) και είναι άμεσα διαθέσιμα στον οργανισμό και 
3) την παραγωγή πολλών βιταμινών απαραίτητων για τις δραστηριότητες του 
οργανισμού-ξενιστή (Shishova et al. 1979). Ειδικότερα , μελέτες των Saha και 
Ray(1998), Ghosh et al (2002) και Bairagi et al (2002) ενίσχυσαν την ιδέα ότι τα 
ψάρια φιλοξενούν στον πεπτικό τους σωλήνα βακτήρια που παράγουν 
αμυλάσες, λιπάσες και πρωτεάσες, ένζυμα τα οποία δρουν συμπληρωματικά 
των ενδογενών πεπτικών ενζύμων, καθώς και κυτταρινάσες απαραίτητες για 
την πέψη φυτικών συστατικών. Σε αντίθεση με τα υπόλοιπα ένζυμα, μοναδική 
πηγή προέλευσης των κυτταρινασών είναι οι μικροβιακοί πληθυσμοί που 
φιλοξενούνται στο εσωτερικό φυτοφάγων κυρίως ψαριών, καθώς έχει 
παρατηρηθεί ότι είναι αδύνατη η ενδογενής παραγωγή τους. (Trust & Sparrow, 
1974; Lindsay & Harris, 1980; Lesel_et al. 1986; Saha & Ray, 1998; Bairagi et al. 
2002). Μέλη του γένους Trichoderma και Aspergilus θεωρούνται οι καλύτεροι 
παραγωγοί κυτταρινασών (Esterbauer et al. 1991; Gomes et al. 1992; Kim et al.
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1997; Kang et al. 2004). Επιπρόσθετα, μελέτες που έγιναν συγκεκριμένα στην 
υποχρεωτικά αναερόβια εντερική μικροχλωρίδα που απομονώθηκε από 
διάφορα είδη θαλάσσιων φαριών αλλά και φαριών του γλυκού νερού, έδειξαν 
ότι τα βακτήρια αυτά μπορούσαν να παράγουν ένζυμα που διευκόλυναν την 
διαδικασία πέψης στα ψάρια. Βακτηριακά ένζυμα που αναγνωρίστηκαν 
συμπεριέλαβαν την θρυφίνη, εστεράσες, λιπάσες , όξινη και αλκαλική 
φωσφατάση, των οποίων η σημασία είναι γνωστή στις διαδικασίες πέψης και 
απορρόφησης (Tengjaroenkul et al. 2000). Μολονότι τα ένζυμα αυτά υπάρχουν 
στους ιστούς των ψαριών, παρόμοια εξωκυτταρικά ένζυμα προερχόμενα από 
τους βακτηριακούς πληθυσμούς επίσης διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην 
πέψη. Για παράδειγμα, η αλκαλική φωσφατάση σχετίζεται με την 
απορρόφηση λιπιδίων, γλυκόζης, ασβεστίου και ανόργανων φωσφορικών και 
μπορεί να βοηθήσει επιτρέποντας τα θρεπτικά συστατικά να γίνουν 
ευκολότερα διαπερατά διαμέσου της πλασματικής μεμβράνης (Moss, 1992; 
Eguchi, 1995; Villanueva et al. 1997). Ακόμη, επισημάνθηκε από τους 
Matusiewicz και Dabrowski ότι η εντερική αλκαλική φωσφατάση συμμετείχε 
στην υδρόλυση ασκορβικών φωσφοεστέρων, ένα σημαντικό βήμα στην 
αξιοποίηση της βιταμίνης C. Οι βακτηριακές εστεράσες και λιπάσες, που 
βρέθηκε ότι παράγονται σε ορισμένα είδη ψαριών, συμμετέχουν στην 
υδρόλυση εστέρων σε αλκοόλες και καρβοξυλικά οξέα καθώς και σε αυτή των 
λιπών σε γλυκερίδια, λιπαρά οξέα και γλυκερόλες (Opuszynski & Shireman, 
1995). Προτάθηκε ακόμη ότι τα αναερόβια βακτήρια συμβάλλουν στην πέψη 
του αμύλου, καθώς βρέθηκε σε μελέτη των Sugita et al. (1982) ότι 56% των 
βακτηρίων που μελετήθηκαν παρήγαγαν αμυλάσες, ενώ μόνο 20% των 
μελετηθέντων αερόβιων βακτηρίων επέδειξαν αμυλολυτική δραστηριότητα. 
Τέλος, εντοπίστηκαν πτητικά λιπαρά οξέα (VFA), που είναι τελικά προϊόντα 
αναερόβιας ζύμωσης, στο έντερο 4 ειδών ψαριών. Τόσο πτητικά λιπαρά οξέα 
όσο και κυτταρινολυτικά ένζυμα παράγονται από υποχρεωτικά αναερόβια
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βακτήρια στους πεπτικούς σωλήνες των ψαριών που εξετάστηκαν (Smith et al. 
1996).
Εκτός από την άμεση παραγωγή πεπτικών ένζυμων και θρεπτικών 
συστατικών, πρόσφατα διαπιστώθηκε ότι στελέχη βακτηρίων γαλακτικού 
οξέος (Lactic Acid Bacteria) μπορούν να επηρεάσουν θετικά την ενδογενή 
σύνθεση ενζύμων των ψαριών όπως η αλκαλική φωσφατάση, 
αμινοπεπτιδάσες, λακτάση και σουκράση. Οι παρατηρήσεις αυτές έγιναν 
αρχικά σε προνύμφες του ευρωπαϊκού λαβρακιού (Tovar-Ramirez et al. 2004) 
ενώ παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν και κατά την μελέτη ενήλικων 
ατόμων του ίδιου είδους, στα οποία παρατηρήθηκε βελτίωση της ικανότητας 
πέψης με την αύξηση της σύνθεσης θρυψίνης και όξινης φωσφατάσης, όταν 
χορηγήθηκαν σε αυτά παρασκευάσματα βακτηρίων γαλακτικού οξέος (Frouel 
et al. 2008).
1.4 Γιατί μαο, ενδιαφέρουν βακτήρια που παράγουν πρωτεάσεα
Τα αποτελέσματα παλαιότερων και πρόσφατων ερευνών, αν και 
περιορισμένα, καταλήγουν στο κοινό συμπέρασμα ότι η ενδογενής 
μικροχλωρίδα του πεπτικού σωλήνα των ψαριών προσφέρει σημαντικά 
πλεονεκτήματα όσον αφορά την πέψη και απορρόφηση συστατικών της 
διατροφής τους, με την παροχή πρωτεολυτικών, αμυλολυτικών, 
κυτταρινολυτικών, πρωτεολυτικών και λιπολυτικών ενζύμων (Ringo et al. 
1995) αλλά και την παραγωγή βιταμινών, λιπαρών οξέων και άλλων 
συστατικών ικανών για άμεση αξιοποίηση από τα ψάρια. Βακτήρια με τέτοιου 
είδους ικανότητες θα μπορούσαν να φανούν ιδιαίτερα χρήσιμα στις πρακτικές 
της ιχθυοκαλλιέργειας με την χρήση αυτών ως προβιοτικά.
Η χρήση προβιοακών έχει μακρόχρονη παράδοση στην κτηνοτροφία (Stavric 
& Kornegay 1995) αλλά σπάνια εφαρμόζεται στην ιχθυοκαλλιέργεια. Η βασική 
στρατηγική στην χρήση τους είναι η απομόνωση βακτηρίων με επιθυμητές
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ιδιότητες από ενήλικα ζώα και η ενσωμάτωση μεγάλου αριθμού αυτών στην 
τροφή ανώριμων ζώων του ίδιου είδους (Gildberg et al. 1997). Στην εμπορική 
ιχθυοκαλλιέργεια, ωφέλιμα βακτήρια που απομονώνονται από τους 
πεπτικούς σωλήνες φαριών θα μπορούσαν να ενσωματωθούν σε τεχνητές 
ιχθυοτροφές κατά την παρασκευή τους και να χορηγηθούν σε αυτά, ιδιαίτερα 
στα αρχικά στάδια ανάπτυξης. Με τον τρόπο αυτό θα μπορεί να αυξηθεί 
σημαντικά η αξιοποίηση των θρεπτικών συστατικών που λαμβάνουν τα ψάρια 
με την τροφή τους και κατ'επέκταση και ο ρυθμός ανάπτυξής τους, μία πολύ 
σημαντική παράμετρος για την εντατική ιχθυοκαλλιέργεια. Ειδικότερα 
βακτήρια που παράγουν πρωτεάσες θα μπορούσαν να φανούν ιδιαίτερα 
χρήσιμα. Η πρωτεΐνη αποτελεί το σημαντικότερο συστατικό των ιχθυοτροφών 
και μάλιστα σε ορισμένες από αυτές μπορεί να αποτελεί έως και το 50% του 
συνόλου των συστατικών. Εντούτοις τα ψάρια με τα ενδογενή ένζυμα που 
διαθέτουν μπορούν να πέψουν και να αξιοποιήσουν μέρος μόνο της 
ποσότητας πρωτεΐνης που περιέχεται στις τροφές, ενώ αυτή που δεν πέπτεται 
αποβάλλεται. Το γεγονός αυτό έχει σημαντικές οικονομικές συνέπειες, επειδή 
απαιτείται περισσότερη ποσότητα τροφής για την ικανοποιητική ανάπτυξη 
των ψαριών και συνεπώς μεγαλύτερο κόστος για την ιχθυοκαλλιέργεια. Η 
χορήγηση λοιπόν τέτοιων βακτηριακών στελεχών στα ψάρια, μέσω της 
ενσωμάτωσης τους στις ιχθυοτροφές, θα μπορούσε να αυξήσει σημαντικά την 
ικανότητα πέψης των πρωτεϊνών και να αξιοποιείται το μεγαλύτερο μέρος των 
πρωτεϊνικών συστατικών που υπάρχει στις τροφές. Επομένως θα υπάρχει η 
δυνατότητα, με την παροχή μικρότερης ποσότητας τροφής, τα ψάρια να 
εξασφαλίζουν την απαραίτητη για την ανάπτυξή τους ποσότητα πρωτεϊνών. 
Αυτό φυσικά συνεπάγεται μικρότερο κόστος για τις ιχθυοτροφές, παράγοντας 
ιδιαίτερα σημαντικός για την εκτεταμένη ιχθυοκαλλιέργεια. Παρόλ'αυτά, 
απαιτείται περαιτέρω έρευνα προκειμένου να επιβεβαιωθεί ότι η προσθήκη 
συγκεκριμένων βακτηριακών στελεχών σε τροφές ψαριών θα προσφέρει αυτά 
τα πλεονεκτήματα, προτού γίνουμε υπέρμαχοι της χρήσης τους.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:02:31 EET - 137.108.70.7
21
1.5 Βακτηριακές πρωτεάσες
Οι πρωτεάσες αποτελούν μια τάξη ένζυμων που κατέχει ζωτικής σημασίας 
θέση χάρη στις εφαρμογές τους τόσο σε φυσιολογικά όσο και σε εμπορικά 
επίπεδα. Βρίσκονται σε αφθονία σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς και 
είναι απαραίτητες για την κυτταρική ανάπτυξη και διαφοροποίηση (Gupta et 
al., 2002). Είναι αποικοδομητικά ένζυμα, που καταλύουν την διάσπαση 
πεπτιδικών δεσμών και είναι υπεύθυνα για την ολική υδρόλυση πρωτεϊνών 
(Rao et al., 1998). Οι βακτηριακές πρωτεάσες βρίσκονται ανάμεσα στα πιο 
σημαντικά υδρολυτικά ένζυμα και έχουν μελετηθεί εκτενώς από την έλευση 
της επιστήμης της ενζυμολογίας. Τα βακτήρια παράγουν και επεξεργάζονται 
μια σειρά πρωτεασών, που είναι ενδοκυτταρικές ή εξωκυτταρικές. Οι 
ενδοκυτταρικές πρωτεάσες είναι σημαντικές για ποικίλες κυτταρικές ή 
μεταβολικές διαδικασίες, όπως η δημιουργία σπορίων και η διαφοροποίηση, η 
μετατροπή πρωτεϊνών, ωρίμανση των ενζύμων και ορμονών και διατήρηση 
των διαθέσιμων πρωτεϊνών. Οι εξωκυτταρικές πρωτεάσες συμμετέχουν στην 
υδρόλυση πρωτεϊνών σε περιβάλλοντα εκτός κυττάρων, επιτρέποντας στη 
συνέχεια σε αυτά να απορροφήσουν και να αξιοποιήσουν τα προϊόντα 
υδρόλυσης (Kalisz, 1988). Παράλληλα αυτά τα εξωκυτταρικά ένζυμα 
αξιοποιούνται σε εμπορικό επίπεδο προκειμένου να ενισχυθεί η αποικοδόμηση 
πρωτεϊνών σε διάφορες βιομηχανικές διαδικασίες.(Kumar & Takagi, 1999; 
Outtrup & Boyce, 1990).
Επί του παρόντος, οι βακτηριακές πρωτεάσες, όμοια με τις πρωτεάσες των 
υπόλοιπων ζωντανών οργανισμών, ταξινομούνται βάσει 3 βασικών κριτηρίων: 
1) τον τύπο της αντίδρασης που καταλύουν, 2) την χημική φύση της 
καταλυτικής θέσης και 3)την εξελικτική σχέση ως προς τη δομή (Barett, 1994).
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Μία αρχική διάκριση των πρωτεασών γίνεται σε εξωπεπτιδάσες και 
ενδοπεπτιδάσες, ανάλογα με τη θέση δράσης τους. Βάσει της λειτουργικής 
ομάδας που βρίσκεται στο καταλυτικό κέντρο, ταξινομούνται περαιτέρω σε 4 
ομάδες: ήπρωτεάσες της σερίνης, ίΐ) πρωτεάσες του ασπαρτικού, in) 
πρωτεάσες της κυστεΐνης και iv) μεταλλοπρωτεάσες (Hartley, 1960). Τέλος, 
ανάλογα με την αμινοξική τους αλληλουχία, χωρίζονται σε διαφορετικές 
οικογένειες και ακολούθως σε «φυλές», προκειμένου να δημιουργηθούν 
ομάδες πεπτιδασών που έχουν προέλθει από κοινό πρόγονο (Rawlings & 
Barrett, 1993). Κάθε οικογένεια πεπτιδασών χαρακτηρίζεται από ένα κωδικό 
γράμμα, υποδηλώνοντας τον τύπο της κατάλυσης π.χ S, C, Α, Μ για τους 
τύπους σερίνης ,κυστεΐνης, ασπαρτικού και μεταλλοπρωτεασών αντίστοιχα.
1) Εξωπεπτιδάσες
Τα ένζυμα αυτά δρουν μόνο κοντά στα άκρα πολυπεπτιδικών αλυσίδων. 
Ανάλογα με την δράση τους στο αμινο- ή καρβοξυ- τελικό άκρο, διακρίνονται 
σε αμινο- και καρβοξυπεπτιδάσες αντίστοιχα. Οι αμινοπεπτιδάσες δρουν σε 
ένα ελεύθερο Ν-τελικό άκρο της πολυπεπτιδικής αλυσίδας και ελευθερώνουν 
ένα μεμονωμένο αμινοξύ, ένα διπεπτίδιο ή τριπεπτίδιο. Υπάρχουν σε μεγάλη 
ποικιλία βακτηρίων καθώς επίσης και άλλων μικροβιακών ειδών 
συμπεριλαμβανομένων των μυκήτων (Watson, 1976). Γενικά, είναι 
ενδοκυτταρικά ένζυμα αλλά υπάρχει μια μεμονωμένη αναφορά για μια 
εξωκυτταρική αμινοπεπτιδάση παραγόμενη από το είδος Aspergillus oryzae 
(Labbe et al., 1974). Παραδείγματα τέτοιων βακτηριακών ενζύμων αποτελούν ΐ) 
η αμινοπεπτιδάση I από την Escerichia coli, μια μεγάλη πρωτεάση με μοριακό 
βάρος 400,000 Da και ευρύ βέλτιστο ph 7,5 -10,5, η οποία απαιτεί ιόντα Mg2+ και 
Μη2+ για καλύτερη δραστικότητα(ϋθ Marco & Dick, 1978) και ϋ) η 
αμινοπεπτιδάση του Bacillus licheniformis με μοριακό βάρος 34,000 που περιέχει 
ένα g ατόμου Zn/mol και η δραστικότητά της ενισχύεται από ιόντα Ca2+. Οι 
καρβοξυπεπτιδάσες δρουν στο C-τελικό άκρο πολυπεπτιδικών αλυσίδων και 
ελευθερώνουν μεμονωμένα αμινοξέα ή διπεπτίδια. Χωρίζονται σε 3 ομάδες :_ϊ)
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καρβοξυπεπτιδάσες σερίνης, ii) μεταλλο-καρβοξυπεπτιδάσες και iii) 
καρβοξυπεπτιδάσες κυστεΐνης, ανάλογα με την φύση των αμινοξικών 
καταλοίπων στην καταλυτική θέση του ένζυμου. Παράδειγμα αποτελούν οι 
μεταλλοκαρβοξυπεπτιδάσες από είδη Pseudomonas που απαιτούν Ζη2+ ή Co2+ 
για την δραστηριότητά τους (Lu et alv 1969).
2) Ενδοπεπτιδάσες
Οι ενδοπεπτιδάσες χαρακτηρίζονται από την δράση τους σε πεπτιδικούς 
δεσμούς που βρίσκονται σε εσωτερικές περιοχές των πολυπεπτιδικών 
αλυσίδων μακριά από το αμινο- και καρβοξυ- τελικό άκρο. Διακρίνονται σε :ϊ) 
πρωτεάσες σερίνης ϋ) πρωτεάσες ασπαρτικού ϋήπρωτεάσες κυστεΐνης και ίν) 
μεταλλοπρωτεάσες, βάσει της φύσης των αμινοξικών καταλοίπων στην 
καταλυτική τους θέση (Rawlings & Barrett, 1993).
i) Πρωτεάσες σεοίνης
Οι πρωτεάσες σερίνης παρουσιάζουν αξιοσημείωτο ενδιαφέρον, χάρη στη 
δραστικότητα και σταθερότητά τους σε αλκαλικό pH, γεγονός που προσφέρει 
την δυνατότητα αξιοποίησής τους σε πολλές εφαρμογές. Έχουν ένα 
νουκλεόφιλο κατάλοιπο σερίνης στην δραστική τους θέση. Εκτός αυτού, οι 
πρωτεάσες αυτές ξεχωρίζουν καθώς διαθέτουν απαραίτητα κατάλοιπα 
ασπαρτικού και ιστιδίνης, τα οποία μαζί με την σερίνη σχηματίζουν την 
καταλυτική τριάδα. Είναι γενικά δραστικές σε ουδέτερες και αλκαλικές 
συνθήκες, με βέλτιστο pH 7-11, αν και έχει επίσης αναφερθεί βέλτιστο pH 10- 
12,5 για πρωτεάσες του είδους Bacillus (Shimogaki et al., 1991). Εμφανίζουν 
ευρεία ειδικότητα ως προς το υπόστρωμα και με λίγες εξαιρέσεις (όπως 
πρωτεάσες σερίνης μεγάλου μοριακού βάρους από τον B.subtilis) έχουν γενικά 
μικρό μοριακό βάρος 18-35Kd (Kato et al., 1992; Yamagata et al., 1995). Oi 
πρωτεάσες σερίνης που είναι δραστικές σε υψηλό αλκαλικό pH 
αντιπροσωπεύουν την μεγαλύτερη υποομάδα των ενζύμων αυτών.
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:02:31 EET - 137.108.70.7
24
• Αλκαλικές ποωτεάσες σερίνης
Παράγονται από πολυάριθμα βακτήρια και άλλους μικροβιακούς 
οργανισμούς. Τδρολύουν πεπτιδικούς δεσμούς που έχουν τυροσίνη, 
φαινυλαλανίνη ή λεύκινη στην πλευρά του καρβοξυλικού οξέος του 
πεπτιδικού δεσμού. Το βέλτιστο pH για την δράση τους είναι κοντά στο 10 και 
το ισοηλεκτρικό τους σημείο κοντά στο 9. Τα μοριακά βάρη τους κυμαίνονται 
μεταξύ 15-30 kDa. Αν και ol αλκαλικές πρωτεάσες σερίνης παράγονται από 
πολλά βακτήρια όπως τα Arthrobacter, Streptomyces και Flavobacterium, 
(Boguslawski et alv 1983) οι σαμπτιλισίνες που παράγονται από διάφορα είδη 
Bacillus είναι οι πιο γνωστές (είκ.1.5). Αυτές αντιπροσωπεύουν την δεύτερη 
μεγαλύτερη οικογένεια πρωτεασών σερίνης.
εικόνα 1.5: μοντέλο σαμπτιλισίνης από τον Β. amyloliquefaciens. Διακρίνεται η 
καταλυτική τριάδα Ser 221, His 64 και Asp 32
Οι σαμπτιλισίνες που προέρχονται από τα είδη Bacillus αντιπροσωπεύουν την 
δεύτερη μεγαλύτερη οικογένεια πρωτεασών σερίνης. Δύο διαφορετικοί τύποι 
αλκαλικών πρωτεασών, η σαμπτιλισίνη Carlsberg που παράγεται από τον 
Bacillus licheniformis και η σαμπτιλισίνη Νονο που παράγεται από τον Bacillus 
amyloliquefaciens , έχουν αναγνωριστεί. Και τα δύο ένζυμα έχουν μοριακό βάρος
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27,5 kDa αλλά διαφέρουν κατά 58 αμινοξέα. Εμφανίζουν παρόμοιες ιδιότητες 
όπως βέλτιστη θερμοκρασία 60° C και βέλτιστο pH 10. Έχουν ευρεία ειδικότητα 
ως προς το υπόστρωμα και μια καταλυτική τριάδα αποτελούμενη από Ser 221, 
His 64 και Asp 32. Η σαμπτιλισίνη Carlsberg έχει ευρύτερη ειδικότητα ως προς 
το υπόστρωμα και δεν εξαρτάται από ιόντα Ca2+ για την σταθερότητά της, σε 
αντίθεση την σαμπτιλισίνη Νονο, που απαιτεί την παρουσία 2 ιόντων Ca2+ 
προκειμένου να διατηρηθεί σταθερή η δομή της (εικόνα 1.5). Η διαμόρφωση 
της καταλυτικής τους θέσης είναι παρόμοια με αυτή της θρυψίνης και της 
χυμοθρυψίνης παρά τις συνολικές διαφορές σε όλο το μόριο (Phadarate et al, 
1997).
ii) Πρωτεάσες ασπαοτικού
Οι πρωτεάσες ασπαρτικού, γνωστές κοινώς ως όξινες πρωτεάσες, είναι οι 
ενδοπεπτιδάσες που εξαρτώνται από κατάλοιπα ασπαρτικού οξέος για την 
καταλυτική τους δράση. Οι περισσότερες πρωτεάσες ασπαρτικού επιδεικνύουν 
μέγιστη δραστικότητα σε χαμηλό pH 3-4 και έχουν ισοηλεκτρικά σημεία 3-4,5. 
Τα μοριακά τους βάρη κυμαίνονται μεταξύ 30-45 kDa. Το κατάλοιπο 
ασπαρτικού οξέος του καταλυτικού κέντρου βρίσκεται εσωτερικά του μοτίβου 
Asp-Xaa-Gly, στο οποίο το Xaa μπορεί να είναι Ser ή Thr. Οι πρωτεάσες αυτές 
αναστέλλονται από πεπστατίνη (Fitzgerald et al., 1990). Είναι επίσης 
ευαίσθητες σε συστατικά διαζοκετονών, όπως ο μεθυλεστέρας της 
διαζοακετυλ-ΟΕ-νορλευκίνης (DAN) και 1,2 εποξυ-3-π-νιτροφαινοξυ- 
προπάνιο(ΕΡΝΡ) παρουσία ιόντων Cu+k Οι μικροβιακές όξινες πρωτεάσες 
εκδηλώνουν ειδικότητα έναντι αρωματικών ή μεγάλων αμινοξικών 
καταλοίπων και στις 2 πλευρές ενός πεπτιδικού δεσμού, που είναι παρόμοια 
με την ειδικότητα της πεψίνης, η δράση τους όμως είναι λιγότερο αυστηρή σε 
σχέση με αυτήν. Οι μικροβιακές πρωτεάσες ασπαρτικού μπορούν να 
διαχωριστούν σε 2 ομάδες :ί) πρωτεάσες όμοιες με την πεψίνη και ii) 
πρωτεάσες όμοιες με την ρενίνη (Rao et al, 1998).
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iii) Πρωτεάσες κυστεΐνη c
Η δραστηριότητα των πρωτεασών αυτών βασίζεται σε μια καταλυτική δυάδα 
που αποτελείται από κυστεΐνη και ιστιδίνη. Γενικά οι πρωτεάσες κυστεΐνης 
είναι δραστικές μόνο παρουσία αναγωγικών μέσων όπως το HCN ή κυστεΐνη. 
Βάσει της ειδικότητας θέσης αλυσίδας, χωρίζονται σε 4 ομάδες: ί) πρωτεάσες 
όμοιες με την παπαΐνη, ϋ) πρωτεάσες όμοιες με την θρυψίνη με προτίμηση για 
διάσπαση σε κατάλοιπα αργινίνης, iii) πρωτεάσες με ειδικότητα στο 
γλουταμικό οξύ και ΐν) άλλες. Έχουν ουδέτερο βέλτιστο pH αν και ορισμένες 
από αυτές εκδηλώνουν μέγιστη δραστικότητα σε όξινο pH. Είναι ευαίσθητες 
σε σουλφυδρυλικά συστατικά όπως το PCMB αλλά δεν επηρεάζονται από το 
DFP και από χηλικούς παράγοντες μετάλλων. Η κλοστριπαΐνη, που παράγεται 
από το αναερόβιο βακτήριο Clostridium histolyticum, παρουσιάζει αυστηρή 
ειδικότητα για κατάλοιπα αργινίνης και την καρβοξυ-πλευρά του 
διασπώμενου πεπτιδικού δεσμού και διαφέρει από την παπαΐνη ως προς την 
απαίτησή της για Ca. Η στρεπτοπαΐνη, που παράγεται από είδη Streptococcus, 
έχει ευρύτερη ειδικότητα, συμπεριλαμβανομένης της οξειδωμένης β-αλυσίδας 
της ινσουλίνης και άλλα συνθετικά υποστρώματα. Η κλοστριπαΐνη έχει 
ισοηλεκτρικό σημείο pH 4,9 και μοριακό βάρος 50 kDa ενώ η στρεπτοπαΐνη 
έχει ισοηλεκτρικό σημείο pH 8,4 και μοριακό βάρος 32 kDa (Rao et al, 1998).
iv) Μεταλλοποωτεάσες
Αποτελούν την ομάδα πρωτεασών με την μεγαλύτερη ποικιλία (Barrett, 1995). 
Χαρακτηρίζονται από την απαίτησή τους για ένα δισθενές μεταλλικό ιόν για 
την δράση τους. Χαρακτηριστικό παράδειγμα μεταλλοπρωτεάσης 
παραγόμενης από βακτήρια είναι η θερμολυσίνη. Βάσει της ειδικότητας της 
δράσης τους , χωρίζονται σε 4 ομάδες: ί) ουδέτερες, ϋ) αλκαλικές, iii)
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πρωτεάσες Myxobacter I, iv) πρωτεάσες Myxobacter II. Ol ουδέτερες πρωτεάσες 
δείχνουν ειδικότητα για υδρόφοβα αμινοξέα, ενώ οι αΛκαΛικές έχουν ευρεία 
ειδικότητα. Η πρωτεάση Myxobacter I είναι ειδική για μικρά αμινοξικά 
κατάλοιπα σε οποιαδήποτε πλευρά του πεπτιδικού δεσμού, ενώ η πρωτεάση 
Myxobacter II είναι ειδική για κατάλοιπα λυσίνης στην αμινοξική πλευρά του 
πεπτιδικού δεσμού. Όλα τα παραπάνω ένζυμα αναστέλλονται από χηλικούς 
παράγοντες όπως το EDTA αλλά όχι από σουλφυδρυλικά συστατικά όπως το 
GFP.
Η θερμολυσίνη, μια ουδέτερη πρωτεάση, είναι η καλύτερα χαρακτηρισμένη 
πρωτεάση της οικογένειας ΜΑ (οικογένεια που έχει την αλληλουχία 
ΗΕΧΧΧΗ). Κατάλοιπα ιστιδίνης από το μοτίβο ΗΕΧΧΧΗ προσφέρουν 
συνδέσμους Ζη και η Glu έχει καταλυτική λειτουργία (Weaver, 1977). Η 
θερμολυσίνη που παράγεται από το Β. stearothermophilus είναι ένα πεπτίδιο 
χωρίς δισουλφιδικές γέφυρες και έχει μοριακό βάρος 34 kDa. Περιέχει ένα 
απαραίτητο άτομο Ζη ενσωματωμένο σε μια σχισμή που σχηματίζεται 
ανάμεσα σε 2 πτυχωτούς λοβούς της πρωτεΐνης και 4 άτομα Ca τα οποία 
μεταδίδουν θερμοσταθερότητα στην πρωτεΐνη. Η θερμολυσίνη είναι μια πολύ 
σταθερή πρωτεΐνη, με χρόνο ημιζωής 1 ώρα στους 80° C. Αλλες σημαντικές 
μεταλλοπρωτεάσες παραγόμενες από βακτήρια είναι η κολλαγενάση, που 
παράγεται από το αερόβιο βακτήριο Achromobacter iophagus, καθώς και η 
ελαστάση που παράγεται από το Pseudomonas aeruginosa. Ακόμη, οι αλκαλικές 
μεταλλοπρωτεάσες που παράγονται από τα Pseudomonas aeruginosa και Serratia 
spp. είναι δραστικές σε pH 7-9 και έχουν μοριακά βάρη στην περιοχή των 48-60 
kDa. Η πρωτεάση Myxobacter I έχει βέλτιστο pH 9 και μοριακό βάρος 14 kDa και 
μπορεί να λύσει το κυτταρικό τοίχωμα του Arthrobacter crystellopoites ενώ η 
Myxobacter II δεν μπορεί να λύσει τα βακτηριακά κύτταρα (Rao et al. 1998).
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εικόνα 1.6: (αριστερά) μοντέλο θερμολυσίνης του Β. stearothermophilus. Διακρίνονται το 
ιόν Ζπ στο εσωτερικό της σχισμής μεταξύ των 2 λοβών και τα 4 άτομα C που το 
περιβάλλουν.(δεξιά) Μοντέλο κολλαγενάσης του Achromobacter iophagus.
1.6 Σκοπός τηα εργασίαc
Ol στόχοι της παρούσας μελέτης είναι:
α) η απομόνωση βακτηριακών στελεχών που παράγουν πρωτεάσες 
από τον πεπτικό σωλήνα του ευρωπαϊκού λαβρακίού
β) ο καθορισμός της πρωτεολυτίκής τους δραστηριότητας έναντι 
συγκεκριμένων υποστρωμάτων και διατροφικών πρωτεϊνών
γ) ο χαρακτηρισμός των στελεχών αυτών βάσει της ανάλυσης του
γενετικού τόπου του 16S rRNA.
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Υλικά και μέθοδοι
Δειγματοληψία
Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη προήλθαν από 12 
άτομα λαβρακιού ποικίλου μεγέθους, τα οποία αποκτήθηκαν από τοπική 
μονάδα ιχθυοκαλλιέργειας. Η δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε στις 7/03/08 
σε θάλαμο νηματικής ροής του τμήματος Βιοχημείας &Βιοτεχνολογίας. Τα 
ψάρια, που είχαν προηγουμένως θανατωθεί, ζυγίστηκαν προκειμένου να 
προσδιοριστεί το σωματικό τους βάρος και στη συνέχεια με κατάλληλη 
επεξεργασία απομονώθηκε ο πεπτικός τους σωλήνας. Από αυτόν 
διαχωρίστηκε προσεκτικά το πρόσθιο μέρος του εντέρου (anterior intestine,ΑΙ) 
και λήφθηκε το περιεχόμενο της στιβάδας του βλεννογόνου, το οποίο 
εμβαπτίστηκε σε eppendorfs που περιείχαν υγρό θρεπτικό Tryptone Soy Broth 
(TSB). Ακολούθως τα αρχικά δείγματα του εντερικού περιεχομένου 
αραιώθηκαν διαδοχικά και τα μη αραιωμένα δείγματα καθώς και κατάλληλες 
αραιώσεις αυτών (ΙΟ1 - ΙΟ-4) επιστρώθηκαν σε τριβλία Petri που περιείχαν 
στερεό θρεπτικό μέσο Tryptone Soy Agar (TSA). Τα τριβλία παρέμειναν για 
επώαση στους 15°C για 7 ημέρες.
Υλικά και μέσα καλλιέργειαν βακτηρίων
Τα θρεπτικά μέσα που χρησιμοποιήθηκαν για την αρχική ανάπτυξη των 
βακτηρίων μετά την απομόνωσή τους από τον πεπτικό σωλήνα καθώς και την 
μετέπειτα αύξηση συγκεκριμένων βακτηριακών στελεχών που επιλέχθηκαν 
περιγράφονται παρακάτω:
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• Tryptone Soy Broth
To Tryptone Soy Broth (TSB) είναι ένα πλούσιο θρεπτικό μέσο το οποίο 
υποστηρίζει την ανάπτυξη μεγάλης ποικιλίας αερόβιων και δυνητικά 
αναερόβιων μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένων μυκήτων και 
άλλων οργανισμών. Η σύσταση του φαίνεται στον παρακάτω πίνακα:
Πίνακας 1: σύσταση TSB σε g/litre
Συστατικά g/litre
Casein peptone 17
Soy peptone 3
Glucose(Dextrose) 2,5
Sodium Chloride(NaCl) 5
Dipotassium hydrogen phosphate 
(K2HPO4)
2,5
Θρεπτική αξία
Αζωτο, βιταμίνες και ανόργανα στοιχεία είναι διαθέσιμα στους 
αναπτυσσόμενους μικροοργανισμούς χάρη στην παρουσία των δύο πεπτονών 
στο θρεπτικό μέσο, πεπτόνη καζεΐνης και πεπτόνη σόγιας. Τα φυσικά 
σάκχαρα προερχόμενα τόσο από τις πεπτόνες όσο και από την γλυκόζη 
προωθούν την ανάπτυξη των μικροοργανισμών. To NaCl εξασφαλίζει την 
οσμωτική ισορροπία ενώ το Κ2ΗΡΟ4 είναι ένα ρυθμιστικό μέσο.
Ποοετοιμασία
Για την παρασκευή 1000 ml Tryptone soy Broth, 30 g θρεπτικού μέσου 
προστέθηκαν σε 1 litre απιονισμένου νερού και αφού το διάλυμα αναμιχθεί 
καλά για λίγα λεπτά, αποστειρώνεται στους 120° C για 25 min.
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• Tryptone Soy Agar
To Tryptone Soy Agar (TSA) είναι ένα στερεό θρεπτικό μέσο γενικευμένης 
χρήσεως, το οποίο χρησιμοποιείται ευρύτατα για την καλλιέργεια και 
απομόνωση μικροοργανισμών με σύνθετες διατροφικές ανάγκες καθώς και 
αυτών με περιορισμένες διατροφικές απαιτήσεις . Είναι κατάλληλο για την 
ανάπτυξη αερόβιων και δυνητικά αναερόβιων οργανισμών και 
μικροοργανισμών όπως οι Streptococci, Pneumococci και μέλη του γένους 
Neisseria, Brucella, Corynebacteria, Listeria, Pasteurella και Vibrio.
Πίνακας 2: σύσταση TSA σε g/litre
Συστατικά g/litre
Casein peptone 15
Soya peptone 5
Sodium chloride(NaCl) 5
Agar 15
Τελικό pH 7,3+/- 0,2 στους 37° C
Θρεπτική αξία
Η προερχόμενη από σόγια πεπτόνη είναι προϊόν ενζυμικής υδρόλυσης του 
καρπού της σόγιας. Οι πεπτόνες καζεΐνης και σόγιας παρέχουν τα απαραίτητα 
θρεπτικά συστατικά για την ικανοποιητική ανάπτυξη των 
μικροοργανισμών:φυσικά υψηλές συγκεντρώσεις αζώτου, βιταμινών, 
ανόργανων στοιχείων, αμίνοξέων και φυσικών σακχάρων ως πηγή άνθρακα 
και ενέργειας. To NaCl δρα διατηρώντας την οσμωτική ισορροπία ενώ το agar 
είναι το υπεύθυνο συστατικό για την στερεοποίηση του μέσου.
Προετοιμασία
Για την παρασκευή 1000ml TSA, 40 g θρεπτικού μέσου προστέθηκαν σε 1 litre 
απιονισμένου νερού και αφού το διάλυμα αναμιχθεί καλά για λίγα λεπτά,
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αποστειρώθηκε στους 120° C για 25 min. Όταν ολοκληρώθηκε η διαδικασία 
της αποστείρωσης, το μέσο ψύχθηκε έως ότου προσεγγίσει την θερμοκρασία 
των 45-50° C και ακολούθως, προτού στερεοποιηθεί, διανεμήθηκε σε 
αποστειρωμένα τριβλία Petri.
• Minimal medium
Πίνακας 3: σύσταση minimal medium σε g/litre
Συστατικά g/litre
Dipotassium Hydrogen Phosphate 
(Κ2ΗΡΟ4)
2,28
Sodium Phosphate Monobasic
Anhydrous( NaHiPO-i)
1,38
Magnesium Sulphate( MgS047H20) 0,02
Ammonium Sulphate (NH4)2S04 0,5
Sodium Chloride (NaCl) 5
Glycerol 10
skim milk 1
Προετοιμασία
Για την παρασκευή 1000 minimal medium, προστέθηκαν σε 1 litre 
απιονισμένου νερού οι αντίστοιχες ποσότητες των επιμέρους συστατικών. 
Προκειμένου να εξασφαλιστούν η καλή διαλυτοποίηση των συστατικών και η 
ομοιογένεια του διαλύματος προστέθηκαν διαδοχικά πρώτα τα ανόργανα 
άλατα, στη συνέχεια η γλυκερόλη και ακολούθως το αποβουτυρωμένο γάλα. 
Αφού αναμίχθηκε καλά για λίγα λεπτά, το θρεπτικό υλικό αποστειρώθηκε 
στους 120° C για χρόνο που δεν πρέπει να ξεπερνάει τα 20min, επειδή ο
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επιπλέον χρόνος έκθεσης του μέσου σε υψηλή θερμοκρασία έχει ως 
αποτέλεσμα την κροκίδωση των πρωτεϊνών του αποβουτυρωμένου γάλακτος.
Απομόνωση βακτηρίων με πρωτεολυτική δραστηριότητα
Μετά από 7 ημέρες επώασης, παρατηρήθηκε ανάπτυξη διακριτών 
βακτηριακών αποικιών σχεδόν σε όλα τα τριβλία Petri. Από τα τριβλία στα 
οποία παρατηρήθηκε η καλύτερη βακτηριακή ανάπτυξη, απομονώθηκαν 
συνολικά 879 αποικίες. Στη συνέχεια αυτές μεταφέρθηκαν με αποστειρωμένες 
οδοντογλυφίδες σε ειδικά μικροπιάτα με 96 πηγαδάκια (wells), σε καθένα από 
τα οποία είχαν προηγουμένως προστεθεί 200μ1 υγρού θρεπτικού μέσου TSB. 
Ακολούθησε εκ νέου επώαση των απομονωμένων αποικιών για 2 ημέρες 
στους 15°C. Μετά την ανάπτυξη αυτών στο νέο θρεπτικό μέσο, τα μικροπιάτα 
απομακρύνθηκαν από τον κλίβανο επώασης και αποθηκεύτηκαν στους 4° C, 
για να χρησιμοποιηθούν όταν αυτό ήταν αναγκαίο. Η αποθήκευσή τους στη 
θερμοκρασία αυτή είχε ως στόχο την διακοπή ή επιβράδυνση της περαιτέρω 
ανάπτυξης των βακτηρίων.
Προκειμένου να μην είναι αναγκαία η συνεχής ανακαλλιέργεια των 
στελεχών και για να διατηρήσουμε όσο το δυνατόν περισσότερα βακτήρια 
ζωντανά,, κάναμε stock των καλλιεργειών αυτών με την προσθήκη σε κάθε 
πηγαδάκι των μικροπιάτων γλυκερόλης μικρής ποσότητας γλυκερόλης 
(τελική συγκέντρωση 15-20%), αφού προηγουμένως είχε γίνει ανακαλλιέργεια 
των βακτηριακών στελεχών σε φρέσκο θρεπτικό μέσο. Μετά την προσθήκη 
γλυκερόλης , τα μικροπιάτα παρέμειναν σε θερμοκρασία δωματίου για lh και 
στη συνέχεια διατηρήθηκαν στους -80°C, όπου και παρέμειναν σε όλη την 
διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας.
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Προσδιορισμόα ολικήν πρωτεολυτικήζ δραστηριότηταα
Τα υπερκείμενα υγρών καλλιεργειών χρησιμοποιήθηκαν προκειμένου να 
προσδιοριστεί η ολική πρωτεολυτική δραστηριότητα των βακτηριακών 
στελεχών που απομονώθηκαν. Τα υπερκείμενα στρώματα αποκτήθηκαν με 
την εξής διαδικασία: αρχικά επιλεγμένες αποικίες από τα μικροπιάτα 
καλλιεργήθηκαν σε πλούσιο θρεπτικό μέσο TSB και μετά από 2 μέρες 
επώασης με ταυτόχρονη ανάδευση στους 25° C και στις 180rpm, 250μ1 της κάθε 
καλλιέργειας εμβολιάσθηκαν σε 25ml minimal medium (2*25 ml για κάθε 
καλλιέργεια). Οι καλλιέργειες παρέμειναν για επώαση στις ίδιες συνθήκες 
(25° C, ανάδευση στις 180rpm) έως ότου αναπτυχθούν σε ικανοποιητικό βαθμό. 
Όταν παρατηρήθηκε πλέον καλή ανάπτυξη, απομονώθηκαν τα υπερκείμενα 
των καλλιεργειών με φυγοκέντρηση στις 3500 rpm για 35 min και 
αποθηκεύτηκαν στους -80° C για περαιτέρω ενζυμικές αναλύσεις. Από κάθε 
καλλιέργεια ανακτήθηκαν συνολικά 50ml υπερκειμένου.
Η δραστηριότητα των ολικών όξινων πρωτεασών προσδιορίστηκε βάσει της 
μεθόδου του Anson (Anson et al, 1938), με τη χρήση της αιμοσφαιρίνης (Sigma 
Η2625) ως υπόστρωμα σε ρυθμιστικό διάλυμα 0,lmM glycine-HCl, pH=6,5. 
Πρέπει να σημειωθεί ότι για την συγκεκριμένη μέθοδο μέτρησης ενζυμικής 
δραστικότητας πραγματοποιήθηκαν προκαταρκτικοί έλεγχοι με σκοπό τον 
καθορισμό του βέλτιστου χρόνου της αντίδρασης. Οι παράμετροι που 
προέκυψαν, χρησιμοποιήθηκαν σε όλες τις μετρήσεις, για τα δείγματα του 
πειράματος.
Η σύσταση των διαλυμάτων που χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε κύκλο 
αντίδρασης σημειώνεται στον παρακάτω πίνακα:
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Για
μηδενισμό
Τυφλό
υποστρώματος
Τυφλό
ένζυμου
Δείγμα
Ρυθμιστικό διάλυμα 500 μΐ - 400 μΐ -
Αιμοσφαιρίνη 0,5% σε 
ρυθμιστικό διάλυμα
400 μΐ 400 μΐ
Τπερκείμενο (ένζυμο) - - 100 μΐ 100 μΐ
ddHzO - 100 μΐ - -
Κάθε αντίδραση άρχισε με την προσθήκη ΙΟΟμΙ υπερκειμένου, σε τελική 
συγκέντρωση υποστρώματος 0,5% αιμογλοβίνη και συνολικό όγκο 0,5 ml στους 
25°C. Με την πάροδο 30min προστέθηκαν 500μΐ 20% TCA σε όλους τους 
σωλήνες. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν στους 4°C για 60min και κατόπιν 
φυγοκεντρήθηκαν στις 12,000rpm για 35min στους 4°C. Τέλος, μετρήθηκε η 
απορρόφηση του υπερκειμένου σε φασματοφωτόμετρο CARY 50Bio σε μήκος 
κύματος 280nm. Βάση του ρυθμού υδρόλυσης του υποστρώματος, η ειδική 
δραστικότητα των πρωτεασών εκφράζεται σε μg τυροσίνης που 
απελευθερώνεται/ mg protein-1 / min-1 (ειδικός συντελεστής απορρόφησης 
τυροσίνης 0.005 ml pg-1 cm-1). Όλες τις μετρήσεις έγιναν σε τρεις επαναλήψεις.
Προσδιορισμός ηρωτεϊνικού περιεχομένου
Η συγκέντρωση ολικής διαλυτής πρωτεΐνης του υπερκειμένου κάθε 
καλλιέργειας προσδιορίστηκε με τη μέθοδο Bradford (Bradford ,1976), που 
στηρίζεται στο σχεδίασμά πρότυπης καμπύλης με τη χρήση αλβουμίνης από 
ορό βοδινού (BSA).
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Προσδιορισμός της πεπτικότητας διατροφικών πρωτεϊνών in vitro
Ο προσδιορισμός της πεπτικότητας βασικών θρεπτικών συστατικών είναι ένα 
από τα βασικά βήματα για την εκτίμηση της βιοδιαθεσιμότητάς τους σε ένα 
ορισμένο είδος (Alarcon et al, 2002). Για το Λόγο αυτό προσδιορίστηκε η 
ικανότητα των απομονωμένων βακτηρίων, που παράγουν πρωτεάσες, να 
διασπούν διατροφικές πρωτεΐνες in vitro με την εφαρμογή της μεθόδου pH - 
stat. Οι αντιδράσεις που βασίζονται στο pH -stat επιτρέπουν την εκτίμηση του 
βαθμού υδρόλυσης (DH%), ο οποίος εκφράζεται ως η % αναλογία μεταξύ του 
αριθμού των πεπτιδικών δεσμών που διασπώνται και του ολικού αριθμού 
πεπτιδικών δεσμών στο υπό μελέτη υπόστρωμα και είναι ευθέως ανάλογος 
της ποσότητας βάσεως (NaOH) που καταναλώνεται για να διατηρηθεί το pH 
σταθερό στην επιθυμητή τιμή κατά τη διάρκεια της αντίδρασης (Diniz & 
Martin, 1996). Η χημική αρχή της μεθόδου του pH-stat, φαίνεται παρακάτω: 
Ι.Διάσπαση πεπτιδικών δεσμών από πρωτεάσες 
-CHR'-CO-NH-CHR"- + HaO ------► CHR'-COOH +NH2-CHR"-
2. Ανταλλαγή πρωτονίων
-CHR'-COOH +NH2-CHR"- —r* -CHR'-COO- +NH3+-CHR"-
3. Τιτλοδότηση αμινοομάδων
NH3+-CHR”- + ΟΗ ___ ► - NH2-CHR''- + Η20
Στην συγκεκριμένη μελέτη ο βαθμός υδρόλυσης προσδιορίστηκε με την 
μέθοδο τιτλοδότησης του pH-stat, όπως περιγράφηκε από τους Dimes και 
Haard. Κάθε αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 10ml, 
αποτελούμενο από την ποσότητα του υπερκειμένου που αντιστοιχούσε σε 1 
unit ενζύμου, μέσα σε εσωτερικό δοχείο αντίδρασης με θερμορυθμιζόμενο 
περίβλημα. Στον όγκο αυτό διαλυόταν διαδοχικά αυξανόμενη ποσότητα 
πειραματικού σιτηρεσίου (0,50-1,00-1,50-3,00-10,00- mg διατροφικής 
πρωτεΐνης/U), που περιείχε ιχθυάλευρο ως αποκλειστική πηγή πρωτεϊνών. Η
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ακριβής σύσταση της τροφής καθώς και οι ποσότητες του υπερκειμένου κάθε 
καλλιέργειας που χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται στους παρακάτω πίνακες:
Πίνακας 4: σύσταση πειραματικού σιτηρεσίου( CB)
Συστατικά
Αλεύοι 25,1
Ιχθυάλευρο 58,4
DCP 1
Ιχθυέλαιο 14,9
Βιταμίνες 0,3
Νεοό 0,3
Πίνακας 5: ποσότητες υπερκειμένου που αντιστοιχούν σε 1 unit ολικών πρωτεασών
Ύπερκείμενα καλλιεργειών Ποσότητα (ml)
Β4 0,700
Β5 1,000
C4 1,784
C5 0,956
C6 1,181
F3 0,853
F5 1,509
To pH του αιωρήματος ρυθμιζόταν στην τιμή 8,0 και παρέμενε σταθερό σε 
όλη την διάρκεια της αντίδρασης, με την συνεχή προσθήκη βάσεως NaOH 
Ο,ΟΙΝ. Η θερμοκρασία διατηρούνταν σταθερή στους 25°C με την βοήθεια 
υδατόλουτρου συνδεδεμένου με το δοχείο της αντίδρασης και το αιώρημα 
βρισκόταν υπό συνεχή ανάδευση από μαγνητίκό αναδευτήρα. Η ενζυμική 
υδρόλυση διακόπτονταν στα 60min. Όλες ol μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν
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στη συσκευή Titroline alpha plus, (Schott). Κάθε μέτρηση με την αντίστοιχη 
συγκέντρωση τροφής επαναλήφθηκε δύο φορές.
Ο βαθμός υδρόλυσης υπολογίστηκε από το ισοδύναμο υδρόλυσης (h) του 
όγκου του πρότυπου διαλύματος NaOH Ο,ΟΙΝ που απαιτούνταν προκειμένου 
να διατηρηθεί το pH του μίγματος της αντίδρασης σταθερό στο 8. 
h = [Β χ (1/α) χ Nb]/[M x (S/100)], όπου:
Β (ml) είναι ο όγκος του NaOH που καταναλώνεται στη διάρκεια της 
αντίδρασης
Nb είναι η κανονικότητα του διαλύματος τιτλοδότησης,
Μ (g) είναι η ποσότητα του σιτηρεσίου στην αντίδραση,
S (%) είναι η συγκέντρωση πρωτεΐνης του σιτηρεσίου και 
α = 10ρη'Ρκ / (1+ 10ρη'Ρκ) είναι ο μέσος βαθμός διάσπασης των πεπτιδικών 
δεσμών
Ο βαθμός πρωτεϊνικής υδρόλυσης υπολογίστηκε από την παράμετρο h ως 
εξής:
DH(%) = (hi htot) χ 100, όπου το htot είναι ο συνολικός αριθμός πεπτιδικών 
δεσμών της πρωτεΐνης. Για καθοριμένες πρωτεΐνες ο αριθμός των πεπτιδικών 
δεσμών εκτιμάται από το μέσο μοριακό βάρος των αμινοξικών καταλοίπων 
που υπολογίζεται από την σύσταση των αμινοξέων. Εάν η αμινοξική σύσταση 
δεν είναι γνωστή, μπορεί να θεωρηθεί μία μέση τιμή 8 meq/ g πρωτεΐνης.
Μοριακή ταυτοποίηση βακτηριακών στελεχών
Η ταυτοποίηση των στελεχών που απομονώθηκαν και διαπιστώθηκε πως 
εκδηλώνουν πρωτεολυτική δραστηριότητα πραγματοποιήθηκε με μια σειρά 
πειραματικών διαδικασιών:
> Απομόνωση DNA από βακτηριακές αποικίες
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> Ενίσχυση με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) του 
γενετικού τόπου του 16S rRNA
> Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης
> Καθαρισμός των προϊόντων PCR
> Προσδιορισμός συνολικής ποσότητας DNA ανά δείγμα
> Αλληλούχιση
Απομόνωση DNA από βακτηριακές αποικίες
Για την παρούσα μελέτη ήταν αναγκαία η απομόνωση επαρκούς ποσότητας 
βακτηριακού DNA , η οποία βασίστηκε στο πρωτόκολλο που προτείνουν οι 
Spilker et al (2004). Η πειραματική διαδικασία απαιτούσε προηγουμένως την 
καλλιέργεια των στελεχών σε τριβλία Petri που περιείχαν στερεό θρεπτικό 
μέσο Tryptone Soy Agar(TSA), από stock γλυκερόλης που φυλάσσονταν στους - 
80°C, για την απόκτηση αμιγών βακτηριακών αποικιών. Ακολούθησαν τα 
παρακάτω βήματα :
• Αρχικά 20 μΐ lysis buffer(SDS 0,25%, NaOH 0,05Ν) προστέθηκαν σε 
eppendorf του 1,5 ml
• Διακριτές αποικίες, μία για κάθε στέλεχος, απομονώθηκαν από τα 
τριβλία και εμβαπτίστηκαν στα eppendorf που περιείχαν lysis buffer
• Τα δείγματα, αφού αναδεύτηκαν καλά, τοποθετήθηκαν σε υδατόλουτρο 
στους 95°C για 15min.
• Ακολούθως προστέθηκαν 180μ1 αποστειρωμένου απιονισμένου 
νερού(άάΗ2θ).
• Αφού αναδεύτηκαν καλά, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στις 12,000 
rpm για 3min στους 15°C. Με τον τρόπο αυτό όλα τα πρωτεϊνικά 
κατάλοιπα καταβυθίστηκαν ενώ τα νουκλεϊκά οξέα παρέμειναν 
διαλυμένα στο υπερκείμενο.
• Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, αποθηκεύτηκαν στους -20°C για 
μελλοντική χρήση.
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Αλυσιδωτή αντίδραση ττολυμεράσης_(ΡΟί).
Η ενίσχυση του γενετικού τόπου του 16S rRNA επιτεύχθηκε με την 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης_(ΡΟ^). Ο συγκεκριμένος γενετικός τόπος 
επιλέχθηκε επειδή σύμφωνα με την υπάρχουσα βιβλιογραφία είναι ο πιο 
συντηρημένος μεταξύ των βακτηριακών στελεχών και επομένως ο πλέον 
κατάλληλος για τη διάκριση αυτών. Η πειραματική διαδικασία βασίστηκε στα 
δημοσιεύματα των Spilker et al(2004) καθώς και των L. Mazzon et al(2008). Για 
την ενίσχυση όλων των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκαν ένας «forward primer» 
fDl και ένας«ΓθνθΓ5θ primer» rPl. Το μέγεθος του τμήματος που ενισχύθηκε 
από τους συγκεκριμένους primers ήταν της τάξης των 1500bp.
Πίνακας 6: Εκκινητικά μόρια που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR
Εκκινητές Αλληλουχίες Ενισχυμένο τμήμα
(bp)
fDl
5' AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG- 3'
1500
rPl
5 ACG GTT ACC TTG TTA CGA CTT 3'
Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 25μ1. Η σύσταση του 
μίγματοςήτ^ίετ mix) που χρησιμοποιήθηκε για την πραγματοποίηση 7 
αντιδράσεων PCR για φαίνεταιστον παρακάτω πίνακα:
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Πίνακας 7: σύσταση master mix για αντίδραση την PCR
dNTPs (25mM each) 2 μΐ
MgCL· (50mM) 8 μΐ
Buffer lOx 20 μΐ
Primer fDl 35,4 μΜ 2,3 μΐ
Primer rPl 35,4 μΜ 2,3 μΐ
Taq DNA Polymerase 5 U/μΙ 1,6 μΐ
ddHzO 147,8 μΐ
Τελικός όγκος 184 μΐ
Προκείμένου να καθοριστούν η βέλτιστη συγκέντρωση του DNA και ο αριθμός των 
κύκλων της αντίδρασης, πραγματοποιήθηκαν προκαταρκτικοί έλεγχοι με τη χρήση 
διαφορετικών συγκεντρώσεων DNA template (0,4/0,8/1,00/1,2/-1,5 μΐ) και την 
εφαρμογή διαδοχικά αυξανόμενου αριθμού κύκλων PCR. Η κάθε αντίδραση 
τελικά επαναλήφθηκε για 35 κύκλους και χρησιμοποιήθηκε η μικρότερη 
δυνατή συγκέντρωση DNA template (0,4 μΐ). Η αντίδραση της PCR 
πραγματοποιήθηκε στον θερμικό κυκλοποιητή Eppendorf Master Cycler.
Ol συνθήκες ενίσχυσης του γενετικού τόπου του 16S rRNA είναι οι εξής:
Αρχική αποδιάταξη : 95° C για 2 min
Αποδιάταξη: 960 C γιοι 30 sec 
Υβριδοποίηση εκκινητών : 56° C για 30 sec 
Επιμήκυνση: 72° C για 90 sec
Τελική επιμήκυνση: 72° C για 10 min
35 κύκλοι
Μετά το πέρας της αντίδρασης, τα PCR προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή 
αγαρόζης.
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Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης
Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό 
τμημάτων DNA ανάλογα με το μέγεθος τους. Το μέγεθος των τμημάτων 
εκτιμάται με βάση κάποιο μάρτυρα μοριακών μεγεθών τμημάτων DNA.
Στην προκειμένη περίπτωση η ηλεκτροφόρηση έγινε για να επιβεβαιωθεί το 
αποτέλεσμα της αντίδρασης PCR, δηλαδή η ενίσχυση του επιθυμητού 
γενετικού τόπου μεγέθους 1500bp. Η προετοιμασία της πηκτής αγαρόζης 
έγινε με την εξής διαδικασία:
• 0,8 g αγαρόζης διαλύθηκαν σε 100 ml διαλύματος ΤΒΕ 1χ (τελική
συγκέντρωση 0,8% w/v). Το αρχικό διάλυμα ΤΒΕ 10* είχε 
προηγουμένως αραιωθεί (10ml TBE+90ml Η2Ο).
• Το διάλυμα αναδεύτηκε και θερμάνθηκε για 2 min έως ότου διαλυθεί
πλήρως όλη η ποσότητα αγαρόζης.
• Προστέθηκαν 10 μΐ βρωμιούχου αιθιδίου, για να είναι εμφανείς οι ζώνες
του DNA κατά την παρατήρηση της πηκτής σε λάμπα υπεριώδους 
φωτός.
• Το διάλυμα προστέθηκε σε ειδικό καλούπι όπου παρέμεινε μέχρι να
πολυμεριστεί.
• Η πηκτή τοποθετήθηκε στη συνέχεια στην ειδική συσκευή
ηλεκτροφόρησης, η οποία περιείχε 70 ml ΤΒΕ 1* και 630 ml Η2Ο.
Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων απαιτείται η προσθήκη loading buffer 
σε αυτά. Σε 5μ1 κάθε PCR προϊόντος προστέθηκαν 2μ1 loading buffer και 
αναδεύτηκαν. Μαζί με τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκε και ένας μάρτυρας 
μεγέθους τμημάτων DNA. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε στα 100 volts 
και ακολούθησε παρατήρηση της πηκτής σε λάμπα υπεριώδους φωτός.
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Καθαρισμός προϊόντων PCR
Αφού πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηοη των προϊόντων PCR, απαιτήθηκε 
ο καθαρισμός αυτών προκειμένου να ακολουθήσει η διαδικασία της 
αλληλούχισης. Τα προϊόντα καθαρίστηκαν από τους εκκινητές ,τα 
νουκλεοτίδια, την πολυμεράση και διάφορα άλατα με την χρήση QIAquick 
PCR purification Kit της εταιρίας QIAGEN ακολουθώντας την παρακάτω 
διαδικασία:
> Αρχικά προστέθηκαν 200μ1 buffer ΡΒΙ σε 40μ 1 PCR δείγματος(ολική 
ποσότητα PCR προϊόντος που είχαμε) και αναδεύτηκαν καλά. 
Επιβεβαιώθηκε ότι το χρώμα του μίγματος ήταν κίτρινο, όμοιο 
δηλαδή με αυτό του buffer ΡΒΙ χωρίς το δείγμα PCR.
> Σε eppendorf των 2 ml τοποθετήθηκε από μία ειδική στήλη QIAquick.
> Τα δείγματα "φορτώθηκαν" στις ειδικές στήλες που βρίσκονταν στο 
εσωτερικό των eppendorf και φυγοκεντρήθηκαν για 30-60 sec, 
προκειμένου να συγκρατηθεί το DNA και τα υπόλοιπα συστατικά 
να καταβυθιστούν.
> Το περιεχόμενο των eppendorf απορρίφθηκε αφού 
απομακρύνθηκαν από αυτά οι ειδικές στήλες. Στη συνέχεια οι 
στήλες επανατοποθετήθηκαν στο εσωτερικό αυτών .
> Για την έκπλυση των στηλών, προστέθηκαν σε κάθε μία από αυτές 
0,75 ml buffer ΡΕ και φυγοκεντρήθηκαν πάλι για 30-60 sec.
> Επαναλήφθηκε η ίδια διαδικασία με πριν, απορρίφθηκε δηλαδή το 
περιεχόμενο των eppendorf που είχε καταβυθιστεί σε αυτά μετά 
την φυγοκέντρηση, αφού είχαν προηγουμένως αφαιρεθεί από αυτά 
οι στήλες. Στη συνέχεια οι στήλες τοποθετήθηκαν πάλι στο 
εσωτερικό των eppendorf και πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση 
για ένα ακόμα λεπτό.
> Οι ειδικές στήλες τοποθετήθηκαν ακολούθως σε καθαρά eppendorf των
1,5ml.
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> Για την εξαγωγή του DNA, προστέθηκαν 50μ1 buffer EB(10Mm Tris- 
Cl, pH 8,5) στο κέντρο της μεμβράνης κάθε στήλης και ακολούθησε 
φυγοκέντρηση για lmin. Εναλλακτικά, για αυξημένη συγκέντρωση 
DNA, προστίθενται 30μ1 elution buffer στο κέντρο της μεμβράνης 
κάθε στήλης, οι στήλες αφήνονται για lmin και ακολουθεί 
φυγοκέντρηση αυτών.
Είναι σημαντικό να επιβεβαιωθεί ότι το elution buffer έχει διανεμηθεί 
απευθείας επάνω στη μεμβράνη των στηλών, για την ολοκληρωμένη εξαγωγή 
του προσδεδεμένου στις στήλες DNA.
Προσδιορισμός συνολικής ποσότητας DNA ανά δείγμα
Τον καθαρισμό των PCR προϊόντων ακολούθησε ποσοτικός προσδιορισμός 
αυτών με φωτομέτρηση, προκειμένου να διαπιστωθεί η συνολική ποσότητα 
DNA(ng/^l DNA 1) που περιεχόταν σε κάθε δείγμα.
Η φωτομέτρηση πραγματοποιήθηκε, μετά από αραίωση Ιμΐ PCR προϊόντος σε 
49μ1 (ΜΗςΟ (αραίωση 1/50), στα 260nm και στα 280nm. Οι τιμές της 
απορρόφησης στα 260nm ανάγονται σε συγκέντρωση DNA, η οποία στην 
προκειμένη περίπτωση έπρεπε να είναι τουλάχιστον 50 ng/μΐ για τις ανάγκες 
της αλληλούχισης. Προσδιορίστηκε ακόμη ο λόγος της απορρόφησης στα 
260nm προς την αντίστοιχη τιμή στα 280nm. Ο λόγος αυτός είναι ενδεικτικός 
της καθαρότητας του DNA και η τιμή του αναμένεται να είναι μεγαλύτερη του 
1. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων φαίνονται στον παρακάτω πίνακα:
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Δείγμα Συγκένρωση(η^μΐ) Α26ο nm Α280 nm Α26Ο Μ.280
Β4 74,6 0,033 0,022 1,48
Β5 56,1 0,022 0,014 1,66
C4 72,7 0,029 0,019 1,53
C5 62,6 0,026 0,018 1,45
C6 42,5 0,018 0,014 1,28
F3 78,4 0,032 0,023 1,42
F5 78,5 0,031 0,021 1,52
Αλληλούχιση του 16S rRNA
Τα προϊόντα PCR, αφού υπέστησαν κατάλληλη προετοιμασία, στάλθηκαν για 
αλληλούχιση με σκοπό τον ακριβή προσδιορισμό της αλληλουχίας του 
γενετικού τόπου του 16S rRNA κάθε βακτηριακού στελέχους. Η διαδικασία 
αυτή είχε ως τελικό στόχο την κατάταξη, εάν αυτή ήταν δυνατή, των 
απομονωθέντων στελεχών σε κάποιο βακτηριακό γένος.
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Αποτελέσματα
Απομόνωση βακτηρίων με πρωτεολυτική δραστηριότητα
Η δραστικότητα των ολικών πρωτεασών που παράγονταν από βακτηριακά 
στελέχη, τα οποία είχαν απομονωθεί από το πρόσθιο τμήμα του εντέρου 
ατόμων λαβρακιού, προσδιορίστηκε με την εφαρμογή της μεθόδου του Anson 
(Anson et al, 1938). Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν τα υπερκείμενα 
υγρών καλλιεργειών των βακτηρίων, στα οποία περιέχονταν οι παραγόμενες 
πρωτεάσες, καθώς επίσης και αιμοσφαιρίνη ως υπόστρωμα, σε ρυθμιστικό 
διάλυμα 0,lmM glycine-HCl, pH=6,5. Παρά τον μεγάλο αριθμό βακτηρίων που 
αρχικά απομονώθηκαν από τον πεπτικό σωλήνα και καλλιεργήθηκαν σε 
τριβλία Petri, εξετάστηκαν τελικά 22 μόνο αποικίες από το σύνολο αυτών που 
αναπτύχθηκαν. Βασική αιτία για αυτό ήταν καταρχήν ο περιορισμένος χρόνος 
που ήταν διαθέσιμος για την μελέτη καθώς και η μειωμένη βιωσιμότητα των 
βακτηρίων, κάθε φορά που γινόταν ανακαλλιέργεια αυτών σε φρέσκο 
θρεπτικό μέσο.
Οι 22 αποικίες επιλέχθηκαν τυχαία και μετά από την εξέταση αυτών 
διαπιστώθηκε ότι οι 7 επέδειξαν πρωτεολυτική δραστηριότητα, οι τιμές της 
οποίας κυμάνθηκαν από 1,025 U/mg έως 4,539 U/mg πρωτεΐνης. Τα 
αποτελέσματα συγκεντρώνονται στον Πίνακα 3.1.
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Πίνακας 3.1: ολική πρωτεολντική δραστηριότητα των 7 βακτηριακών στελεχών που 
απομονώθηκαν από το πρόσθιο έντερο του λαβρακιού
Βακτηριακά Ολική πρωτεολυτική δραστηριότητα
στελέχη (U/mg protein/min)
F3 2,995 ± 0,227
F5 2,003 ± 0,009
Β4 4,539 ± 1,375
Β5 2,330 ± 1,001
C4 1,025 ± 0,175
C5 1,709 ± 0,403
C6 2,964 ± 1,291
Παρατηρήθηκαν σημαντικές διακυμάνσεις ενζυμικής δραστηριότητας μεταξύ 
των διαφόρων στελεχών. Όπως παρατηρείταί, το στέλεχος Β4 επέδειξε την 
μεγαλύτερη πρωτεολυτική δραστηριότητα (4,539 U/mg πρωτεΐνης), ενώ το C4 
την μικρότερη (1,025 U/mg πρωτεΐνης). Τα υπόλοιπα στελέχη εμφάνισαν 
ενδιάμεσες τιμές δραστικότητας.
Τα ακριβή αίτια της διακύμανσης αυτής δεν είναι γνωστά, υποθέτουμε όμως 
ότι αυτή οφείλεται στο γεγονός πως τα βακτήρια που εξετάστηκαν ανήκουν 
σε διαφορετικά είδη και επομένως εμφανίζουν διαφορές ως προς το επίπεδο 
παραγωγής και έκκρισης πρωτεασών.
Προσδιορισμός της πεπτικότητας διατροφικών πρωτεϊνών in vitro
Τα 7 βακτηριακά στελέχη που διαπιστώθηκε πως εμφανίζουν πρωτεολυτική 
δραστηριότητα εξετάστηκαν ακολούθως ως προς την ικανότητά τους να 
πέπτουν διατροφικές πρωτεΐνες in vitro με την εφαρμογή της μεθόδου pH-stat. 
Για το σκοπό αυτό και προκειμένου να προσομοιαστούν οι συνθήκες πέψης
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που επικρατούν στον πεπτικό σωλήνα του λαβρακιού χρησιμοποιήθηκε 
πειραματικό σιτηρέσιο που περιείχε ιχθυάλευρο ως αποκλειστική πηγή 
πρωτεϊνών. Τα στελέχη παρουσίασαν διαφορετική ικανότητα πέψης των 
πρωτεϊνών του πειραματικού σιτηρεσίου, η οποία εκφράστηκε μέσω της 
εκτίμησης του βαθμού υδρόλυσης (DH%) των πεπτιδικών δεσμών των 
πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων φαίνονται στον παρακάτω 
πίνακα:
% Ρυθμός υδρόλυσης διατροφικών πρωτεϊνών (DH)
mg διατροφικής πρωτεΐνης /U 
πρωτεασών F3 F5 Β4 Β5 C4 C5 C6)
0,50 73,0 74,8 57,8 64,9 67,5 92,1 86,8
1,00 30,1 40,4 34,9 41,8 27,9 49,3 43,2
1,50 29,0 32,5 22,7 27,3 30,7 31,2 31,0
3,00 14,6 19,8 13,9 17,5 18,6 16,4 17,9
10,00 7,3 9,7 9,5 10,0 9,4 7,6 8,4
Όλα τα στελέχη εμφάνισαν σημαντικά υψηλό ποσοστό υδρόλυσης των 
πρωτεϊνών, ιδιαίτερα όταν χρησιμοποιήθηκε η μικρότερη ποσότητα της 
πειραματικής τροφής (0,50 mg διατροφικής πρωτεΐνης/U πρωτεασών). 
Ειδικότερα, το C5 παρουσίασε τον υψηλότερο βαθμό υδρόλυσης που 
προσέγγισε το 92% ενώ η μικρότερη τιμή παρατηρήθηκε για το στέλεχος Β4 με 
ποσοστό που έφτανε το 57,8%. Αντίθετα, οι μικρότερες τιμές του βαθμού 
υδρόλυσης παρατηρήθηκαν σε όλα τα στελέχη με τη χρήση της υψηλότερης 
ποσότητας του πειραματικού σιτηρεσίου (10,00 mg διατροφικής πρωτε'ίνης/U 
πρωτεασών).
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:02:31 EET - 137.108.70.7
49
Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι η πεπτικότητα ελαττώνεται με τη σταδιακή 
αύξηση της ποσότητας των διατροφικών πρωτεϊνών. Η παρατηρούμενη 
μείωση του βαθμού υδρόλυσης όταν η ποσότητα της πρωτεΐνης αυξάνεται 
εκφράζεται με εξισώσεις της μορφής y=axb , όπου ο εκθέτης b εκφράζει τον 
ρυθμό με τον οποίο μειώνεται η πεπτικότητα ενώ ο συντελεστής a σχετίζεται 
με βιολογικές παραμέτρους. Η γραφική παράσταση των εξισώσεων αυτής της 
μορφής είναι μια υπερβολή (εικόνα 3.1)
Εικόνα 3.1. Ποσοστό πεπτικότητας (%) διατροφικών πρωτεϊνών από τα 7 βακτηριακά 
στελέχη σε σχέση με mg διατροφικής πρωτείνης/U πρωτεάσης.
Με βάση όλα τα παραπάνω αποτελέσματα, τα 7 βακτηριακά στελέχη 
κατατάσσονται κατά φθίνουσα σειρά ικανότητας πέψης διατροφικών 
πρωτεϊνών ως εξής:
C5 > C6 = F3 = F5 > C4 = Β5 > Β4
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Μοριακή ταυτοποίηση βακτηριακών στελεχών
Η ταυτοποίηση των βακτηριακών στελεχών, που εξετάστηκαν ως προς την 
πρωτεοΛυτική τους δραστηριότητα και την ικανότητα πέψης διατροφικών 
πρωτεϊνών, βασίστηκε αρχικά στην ενίσχυση του γενετικού τόπου του 16S 
rRNA με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και στην αλληλούχιση αυτού 
για τον ακριβή προσδιορισμό της αλληλουχίας του. Επιπρόσθετα, προτού τα 
προϊόντα αναλυθούν ως προς την αλληλουχία τους, πραγματοποιήθηκε 
ηλεκτροφόρηση αυτών σε πηκτή αγαρόζης, για να διαπιστωθεί εάν είχε 
ενισχυθεί το επιθυμητό τμήμα μεγέθους 1500bp. Μετά το τέλος της 
ηλεκτροφόρησης, η πηκτή αγαρόζης παρατηρήθηκε σε λάμπα υπεριώδους 
φωτός και βάσει ενός μάρτυρα μοριακού βάρους που ηλεκτροφορήθηκε μαζί 
με τα προϊόντα PCR εξακριβώθηκε το αποτέλεσμα της αντίδρασης, η 
ενίσχυση δηλαδή του γενετικού τόπου του 16S rRNA .
Ακολούθησε καθαρισμός των προϊόντων από τα υπόλοιπα συστατικά της 
αντίδρασης PCR και φωτομετρικός προσδιορισμός της συνολικής ποσότητας 
DNA (ng/μΐ DNA ) κάθε δείγματος. Στη συνέχεια όλα τα δείγματα στάλθηκαν 
για αλληλούχιση. Τα αποτελέσματα για κάθε δείγμα υπέστησαν κατάλληλη 
επεξεργασία, ειδικότερα η reverse και forward αλληλουχία του 16S rRNA κάθε 
στελέχους συγκρίθηκε, με την βοήθεια του προγράμματος BLAST, με την 
αντίστοιχη αλληλουχία γνωστών βακτηριακών στελεχών και τα 
αποτελέσματα που προέκυψαν από τη σύγκριση αυτή φαίνονται στον 
παρακάτω πίνακα:
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Bacterial strains Score (bits) E-value Identities Gaps Identified
species
F3 fD1 (Forward) 1522 0.0 897/930
(96%)
14/930 16S rRNA 
Photobacterium 
profondum SS9
F3 rP 1 (Reverse) 
Overlap 99%
1639 0.0 931/951 
(97 %)
8/951 16S rRNA 
Photobacterium 
profondum SS9
F5 fDl
Overlap 98%
1519 0.0 908/946 
(95 %)
19/946 16S rRNA 
Photobacterium 
profondum SS9
F5 rPl 1642 0.0 931/951 
(98 %)
9/951 16S rRNA 
Photobacterium 
profondum SS9
B4 fDl
Overlap 84%
904 0.0 618/678 
(91 %)
18/678 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
B4 rPl 1308 0.0 822/877
(93%)
9/877 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
B5 fDl Very bad 
sequence qual
No significant 
similarity found
B5 rPl 1310 0.0 827/885
(93%)
10/885 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
C4fDl
Overlap 78%
Very low score 5e-71 400/516
(77%)
38/516 16 S rRNA 
Lactobacillus 
salivarius 11741 
(low
confidence)
C4 rPl 1303 0.0 827/886
(93%)
12/866 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
C5 fDl
Overlap 86%
1240 0.0 870/963
(90%)
29/963 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
C5 rPl 1325 0.0 825/877 
(94 %)
9/877 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
C6 fDl
Overlap 84%
1234 0.0 864/952 
(90 %)
23/952 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
C6 rPl 1197 0.0 812/890
(91%)
17/890 16S rRNA 
Brevibacillus 
brevis NBRC 
100599
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Από τα παραπάνω αποτελέσματα παρατηρήθηκε ότι μόνο η αλληλουχία του 
16S rRNA των στελεχών F3 και F5 παρουσίασε υψηλή ομολογία (97-98%) με 
την αντίστοιχη αλληλουχία ενός συγκεκριμένου είδους του γένους 
Photobacterium, το Photobacterium profondum και ειδικότερα του στελέχους SS9. 
Επομένως υπάρχει μεγάλη πιθανότητα τα στελέχη αυτά να ανήκουν στο 
συγκεκριμένο βακτηριακό είδος. Όσον αφορά τα υπόλοιπα στελέχη (Β4, Β5,_C4, 
C5,_C6), αυτά δεν παρουσίασαν σημαντική ομολογία με την αλληλουχία του 
16S rRNA κάποιου γνωστού βακτηριακού γένους, επομένως δεν ήταν δυνατή 
με απόλυτη βεβαιότητα η ένταξή τους σε κάποιο από τα ήδη γνωστά γένη. Η 
αδυναμία αυτή παρουσιάστηκε λόγω της σχετικά κακής ποιότητας των 
αποτελεσμάτων της διαδικασίας αλληλούχισης.
Μία ακόμη προσπάθεια αφορούσε τον καθορισμό των φυλογενετικών 
σχέσεων των βακτηριακών στελεχών που απομονώθηκαν, βάσει των 
δεδομένων που προέκυψαν από την μελέτη αυτή. Σχεδιάστηκε φυλογενετικό 
δέντρο που απεικονίζει τις σχέσεις των στελεχών με την χρήση του 
προγράμματος MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) όπως 
φαίνεται στην Εικόνα 3.3.
Β5
C6
-C4
C5
Brevibacillus brevis 
(91-94%)
εικόνα 3.3: Φυλογενετικό δένδρο Neighbour-joining των 7 κλώνων.
F3 Photobacterium profondum 
F5 (97-98%)
0.02
Το φυλογενετικό δέντρο υποδεικνύει ότι τα στελέχη F3 και F5 είναι πιθανό να 
ανήκουν στο ίδιο είδος. Τα υπόλοιπα στελέχη απέχουν φυλογενετικά μεταξύ τους
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καί όπως προαναφέρθηκε, δεν παρουσίασαν ποσοστό ομολογίας με κάποιο 
βακτηριακό γένος αρκετά υψηλό, ώστε να ενταχθούν σε κάποιο από αυτά με 
ακρίβεια. Επομένως ol προσπάθειες για την ακριβή ταυτοποίηση των στελεχών 
αυτών θα συνεχιστούν.
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Συζήτηση
Στην παρούσα εργασία έγινε αρχικά μια προσπάθεια για την απομόνωση 
βακτηριακών στελεχών που παράγουν πρωτεάσες από το πρόσθιο τμήμα του 
εντέρου ατόμων ευρωπαϊκού λαβρακιού (Dicentrarchus labrax). Ακολούθως* 
καθορίστηκε το μέγεθος της πρωτεολυτικής δραστηριότητας των ενζύμων 
αυτών καθώς και η ικανότητά τους να υδρολύουν διατροφικές πρωτεΐνες in 
vitro, οι οποίες χρησιμοποποιούνται ευρέως στην ιχθυοκαλλιέργεια. Στο τέλος 
της μελέτης έγινε μια προσπάθεια για την ταυτοποίηση των βακτηρίων 
αυτών, βάσει της ενίσχυσης του γενετικού τόπου του 16S rRNA με την μέθοδο 
της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης και της αλληλούχισης αυτού. Στο 
1/3 περίπου των στελεχών που εξετάστηκαν διαπιστώθηκε παραγωγή και 
έκκριση πρωτεολυτικών ενζύμων στο περιβάλλον θρεπτικό μέσο, η 
δραστηριότητα των οποίων εμφάνισε σημαντική διακύμανση. Τα παραγόμενα 
από τα στελέχη αυτά ένζυμα επέδειξαν ικανότητα διάσπασης των 
διατροφικών πρωτεϊνών που χρησιμοποιήθηκαν ως υπόστρωμα για την 
μελέτη της πεπτικότητας in vitro, η οποία ήταν αντιστρόφως ανάλογη της 
ποσότητας της παρεχόμενης πρωτεΐνης. Από την μοριακή ταυτοποίηση 
ωστόσο δεν προέκυψαν αξιόπιστα αποτελέσματα εξαιτίας της δυσκολίας 
ανάγνωσης των προϊόντων αλληλούχισης 5 από το σύνολο των 7 βακτηριακών 
στελεχών. Επομένως δεν καταφέραμε να εξάγουμε ασφαλή συμπεράσματα 
για τα στελέχη αυτά, όσον αφορά το βακτηριακό γένος στο οποίο ανήκουν.
Κατά την διάρκεια πραγματοποίησης της παρούσας εργασίας με τη χρήση 
των μεθόδων που περιγράφηκαν προηγουμένως παρουσιάστηκαν ορισμένα 
τεχνικά προβλήματα που έχρηζαν άμεσης επίλυσης προκειμένου να 
ολοκληρωθεί η συγκεκριμένη μελέτη. Ένας σημαντικός περιορισμός που 
παρουσιάστηκε στα πρώτα κιόλας στάδια διεξαγωγής του πειράματος ήταν η 
μειωμένη βιωσιμότητα των βακτηριακών στελεχών που απομονώθηκαν από
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τον πεπτικό σωλήνα των ψαριών. Τα στελέχη που ανακτήθηκαν αρχικά από 
τον πεπτικό σωλήνα, καλλιεργήθηκαν σε τριβλία Petri για 7 ημέρες και στη 
συνέχεια μεταφέρθηκαν στα πηγαδάκια ειδικών μικροπιάτων που περιείχαν 
υγρό θρεπτικό μέσο TSB, όπως αναφέρεται παραπάνω. Αφού επωάστηκαν για 
2 ημέρες στους 15°C και αναπτύχθηκαν περαιτέρω, οι καλλιέργειες 
μεταφέρθηκαν στους 4°C όπου και παρέμεναν έως ότου ήταν αναγκαία η 
χρήση τους. Ωστόσο απαιτούνταν ανακαλλιέργεια των βακτηρίων αυτών το 
πολύ μέσα σε διάστημα 3 εβδομάδων, για να παραμένουν ζωντανά. Μολονότι 
πραγματοποιούσαμε ανακαλλιέργεια των στελεχών ανά τακτά χρονικά 
διαστήματα σε νέο θρεπτικό μέσο, παρατηρούσαμε ότι μειωνόταν κάθε φορά 
ο αριθμός αυτών που αναπτύσσονταν στα νέα μικροπιάτα μετά από επώαση 2 
ημερών. Αυτός ήταν και ένας από τους λόγους που εξετάστηκε περιορισμένος 
αριθμός αποικιών σε σχέση με αυτόν που αρχικά απομονώθηκαν, με 
αποτέλεσμα να μην μπορούμε να έχουμε μια συνολική άποψη για όλα τα 
άτομα λαβρακιού. Τελικά το πρόβλημα επιλύθηκε με την παρασκευή stock 
γλυκερόλης των καλλιεργειών, τα οποία αποθηκεύτηκαν στους -80 0 C και δεν 
ήταν πλέον απαραίτητη η συνεχής ανακαλλιέργεια. Μέχρι τότε όμως υπήρχαν 
ήδη σημαντικές απώλειες .
Ένα ακόμη σημαντικό πρόβλημα παρουσιάστηκε κατά την προσπάθειά μας 
να απομονώσουμε τα βακτηριακά στελέχη που εμφάνιζαν πρωτεολυτική 
δραστηριότητα μεταξύ των υπολοίπων στελεχών. Αρχικά επιδιώξαμε να 
ανιχνεύσουμε την παραγωγή πρωτεασών με την χρήση τριβλίων Petri που 
περιείχαν στερεό θρεπτικό μέσο TSA εμπλουτισμένο με αποβουτυρωμένο 
γάλα (skim milk) σε συγκέντρωση τόσο 0,5% όσο και 1%, προκειμένου να 
επαχθεί η παραγωγή και έκκριση των πρωτεασών από τα βακτήρια στο 
θρεπτικό μέσο. Ο τρόπος αυτός επιλέχθηκε αρχικά για να γίνει μαζική 
ανίχνευση βακτηρίων που παράγουν πρωτεάσες σε μικρό χρονικό διάστημα. 
Παρά το γεγονός ότι σε προηγούμενες μελέτες είχε επιτευχθεί η ανίχνευση 
πρωτεολυτικών ενζύμων με τον τρόπο αυτό, στην συγκεκριμένη μελέτη δεν
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είχε θετικά αποτελέσματα, καθώς για λόγους που δεν μπόρεσαν να 
διευκρινιστούν δεν ήταν δυνατή η διάκριση βακτηρίων που παράγουν 
πρωτεάσες. Κατά συνέπεια η προσπάθεια αυτή εγκαταλείφθηκε σύντομα και 
το πρόβλημα ξεπεράστηκε με την εφαρμογή στη συνέχεια της μεθόδου του 
Anson (Anson, 1938), με την οποία επιτυχώς ανιχνεύτηκαν στελέχη που 
εκδήλωναν παραγωγή πρωτεασών και προσδιορίστηκε η ολική πρωτεολυτική 
δραστηριότητα αυτών.
Όμως και με την μέθοδο αυτή αντιμετωπίσαμε αρχικά ένα πρόβλημα. Όπως 
αναφέρθηκε προηγουμένως, η πρωτεολυτική δραστηριότητα προσδιορίστηκε 
στα υπερκείμενα υγρών καλλιεργειών των βακτηρίων. Για τις καλλιέργειες 
χρησιμοποιήθηκε αρχικά θρεπτικό μέσο TSB, το οποίο είναι ιδιαίτερα πλούσιο 
σε πρωτεΐνες και ελεύθερα αμινοξέα απαραίτητα για την ανάπτυξη των 
βακτηρίων. Με την μέθοδο του Anson προσδιορίζεται έμμεσα η πρωτεολυτική 
δραστηριότητα, μέσω της μέτρησης της απορρόφησης στα 280nm της 
τυροσίνης που απελευθερώνεται μετά την υδρόλυση του πρωτεϊνικού 
υποστρώματος στο υπερκείμενο. Επειδή όμως, όπως προαναφέρθηκε, το 
θρεπτικό μέσο που χρησιμοποιήσαμε περιέχει μεγάλο ποσοστό ελεύθερων 
αμινοξέων, παίρναμε ιδιαίτερα υψηλές τιμές κατά την μέτρηση της 
απορρόφησης της τυροσίνης, με αποτέλεσμα να προκύπτουν τιμές 
πρωτεολυτικής δραστικότητας που δεν ανταποκρίνονταν στις πραγματικές. 
Για να ξεπεραστεί το πρόβλημα αυτό, αντικαταστήσαμε το πλούσιο θρεπτικό 
μέσο με minimal θρεπτικό, το οποίο περιείχε διάφορα άλατα, γλυκερόλη και 
αποβουτυρωμένο γάλα σε συγκέντρωση 0,1%. Στο μέσο αυτό τα βακτήρια 
επωάζονταν, αφού είχαν αρχικά αναπτυχθεί επαρκώς στο πλούσιο θρεπτικό 
μέσο. Έτσι τα υπερκείμενα περιείχαν τυροσίνη που προερχόταν σχεδόν 
αποκλειστικά από τη υδρόλυση του πρωτεϊνικού υποστρώματος 
(συγκεκριμένα της αιμοσφαιρίνης) που χρησιμοποιούσαμε στην συγκεκριμένη 
μέθοδο και οι τιμές απορρόφησης και κατ'επέκταση πρωτεολυτικής 
δραστηριότητας ανταποκρίνονταν στις πραγματικές.
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Από τις 22 βακτηριακές αποικίες που εξετάστηκαν τελικά, οι 7 επέδειξαν 
πρωτεολυτική δραστηριότητα. Ο αριθμός αυτός αντιστοιχεί σε ποσοστό 31,8%, 
δηλαδή περίπου στο 1/3 των βακτηριακών στελεχών που εξετάστηκαν. 
Παρόμοιες μελέτες για την απομόνωση βακτηριακών στελεχών που 
παρουσιάζουν ικανότητα παραγωγής και έκκρισης πρωτεασών έχουν γίνει και 
σε άλλα είδη ψαριών κυρίως του γλυκού νερού (Kar & Ghosh, 2008; Mondal et 
al, 2008; Bairagi et al, 2002), ενώ προς το παρόν δεν έχει διεξαχθεί εκτεταμένη 
έρευνα στο ευρωπαϊκό λαβράκι (Dicentrarchus labrax), και τα μέχρι τώρα 
δεδομένα για το συγκεκριμένο είδος περιορίζονται κυρίως στα είδη των 
βακτηρίων που αποικίζουν τον πεπτικό τους σωλήνα (Κυρκούδης & 
συνεργάτες, 2000; Grisez et al, 1997; Frouel et al, 2008) και την σχετική αφθονία 
αυτών, χωρίς να γίνεται αναφορά στην ποικιλία των ενζύμων που παράγουν 
και τον τρόπο με τον οποίο ενδεχομένως να συμβάλλουν στην διαδικασία της 
πέψης και απορρόφησης. Ωστόσο από τα περιορισμένα στοιχεία που είναι 
διαθέσιμα για άλλα είδη ψαριών μπορεί να συγκριθεί το ποσοστό 
πρωτεολυτικών ενζύμων που προέκυψε από την συγκεκριμένη πειραματική 
διαδικασία. Ειδικότερα, μελέτες που έγιναν στα είδη Labeo bata και Oreochromis 
niloticus (Mondal et al, 2008) καθώς επίσης και στα είδη Ctenopharyngodon idella 
και Cyprinus carpio (Bairagi et al, 2002) έδωσαν συγκρίσιμα αποτελέσματα με το 
ευρωπαϊκό AafiQaKi(Dicentrarchus labrax) όταν προσδιορίστηκε ο αριθμός των 
πρωτεολυτικών βακτηρίων στο πρόσθιο έντερο αυτών . Συγκεκριμένα στα 2 
πρώτα είδη ανιχνεύτηκαν βακτήρια που παρήγαγαν πρωτεάσες σε ποσοστά 
34% και 30% αντίστοιχα από το σύνολο των βακτηρίων που βρέθηκαν σε lg 
ιστού πρόσθιου εντέρου, ενώ στα 2 άλλα είδη, που ανήκουν στο γένος των 
κυπρινοειδών, βρέθηκαν βακτήρια-παραγωγοί πρωτεασών που 
αντιπροσώπευαν το 35% και 25% αντίστοιχα του συνόλου των βακτηρίων που 
ανιχνεύτηκαν σε lg πρόσθιου εντέρου. Αντίθετα, κατά τη μελέτη των ειδών 
Labeo calbasu, Anabas testudines, Cirrhinus mrigata (Mondal et al, 2008) και
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:02:31 EET - 137.108.70.7
58
Hipothalmicthys molitrix (Bairagi et aL, 2002), βρέθηκαν βακτήρια με 
πρωτεολυτική δραστηριότητα σε ποσοστά 4%, 11,25%, 5% και 13,7% του 
συνόλου των βακτηρίων/ g ιστού εντέρου αντίστοιχα, τιμές σημαντικά 
χαμηλότερες συγκριτικά με αυτήν που προέκυψε για το λαβράκι. Εντούτοις 
υπήρξαν και περιπτώσεις στις οποίες ανιχνεύτηκαν σημαντικά υψηλότερα 
ποσοστά τέτοιου είδους βακτηρίων, όπως στα είδη Channel punctatus και Catla 
catla (Bairagi et al, 2002) στα οποία ανιχνεύτηκαν ποσοστά 83% και 48% 
βακτηρίων με πρωτεολυτική δραστηριότητα, αντίστοιχα. Ωστόσο η έρευνα 
επάνω στα βακτήρια που παράγουν πρωτεάσες και ποικιλία άλλων ενζύμων 
βρίσκεται σε εξέλιξη.
Πλεονεκτήματα τηζ μεθόδου pH-stat
Για την εκτίμηση της ικανότητας των 7 βακτηριακών στελεχών, που 
παράγουν πρωτεάσες, να διασπούν διατροφικές πρωτεΐνες in vitro 
εφαρμόστηκε η μέθοδος pH-stat, η οποία παρέχει την δυνατότητα άμεσης 
μέτρησης της πρωτεϊνικής υδρόλυσης και του προσδιορισμού του βαθμού 
υδρόλυσης (DH%). Η επιλογή της συγκεκριμένης μεθόδου βασίστηκε στο 
γεγονός ότι είναι οικονομικά αποδοτική, ιδιαίτερα εύκολη στην εκτέλεση και 
τα αποτελέσματα που προκύπτουν είναι άμεσα διαθέσιμα για περαιτέρω 
επεξεργασία ( Moughan et al, 1989; Rozan et al, 1997).
Οι πρώτες μέθοδοι που βασίζονταν στο pH μετρούσαν την πτώση αυτού κατά 
την διάρκεια της αντίδρασης. Όμως ορισμένα συστατικά των πρωτεϊνών που 
χρησιμοποιούνταν μπορούσαν να επηρεάσουν την μείωση του pH, 
επηρεάζοντας επομένως και τις in vitro εκτιμήσεις. Στην μέθοδο pH-stat έχει 
αρθεί αυτός ο περιορισμός, αφού το pH διατηρείται σταθερό κατά την 
διάρκεια της αντίδρασης, με αποτέλεσμα να αυξάνεται η ακρίβεια των 
αποτελεσμάτων (Alarcon et al, 2002). Η μεθοδολογία αυτή έχει αποδείξει την 
ακρίβειά της στην πρόβλεψη της πεπτικότητας ανθρώπινων τροφών και
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τροφών για άλλα ζώα (Eggum et al., 1989; Swaisgood & Catignami, 1991), καθώς 
επίσης και για την εκτίμηση της πεπτικότητας διατροφικών πρωτεϊνών για 
θαλάσσια ψάρια και οστρακόδερμα (Dimes et al., 1994; Ezquerra, 1997; Lazo et 
al., 1998).
Όπως ήδη έχει αναφερθεί η μεταβολή του ρυθμού πεπτικότητας σε σχέση με 
την ποσότητα τροφής (mg/U) περιγράφεται με εξισώσεις τύπου y=a* xb . Ci 
συντελεστές a και b προσφέρουν διαφορετικές πληροφορίες (Alarcon et al. 
2002). Ο συντελέστής a συνοψίζει την επίδραση των χαρακτηριστικών των 
διατροφικών πρωτεϊνών (διαλυτότητα, ρυθμιστική ικανότητα, ποσοστό 
αμινοξέων επιδεκτικών σε διάσπαση από αλκαλικές πρωτεάσες, θέση και 
προσεγγισιμότητα πεπτικών δεσμών από πρωτεάσες σύμφωνα με τη διάταξη της 
πρωτεΐνης) στο ρυθμό αυτοϋδρόλυσης και πεπτικότητας. Τψηλοί συντελεστές 
a υποδεικνύουν υψηλότερους ρυθμούς υδρόλυσης. Ο συντελεστής b 
υποδεικνύει το ρυθμό μετατροπής της αυτοϋδρόλυσης και της πεπτικότητας 
συναρτήσει της ποσότητας της τροφής. Όσο αυξάνει ο συντελεστής b τόσο 
περισσότερο μειώνεται ο ρυθμός υδρόλυσης των πρωτεϊνών με την αύξηση της 
ποσότητας της τροφής. Αυτό μπορεί να οφείλεται, στον κορεσμό των πεπτικών 
ενζύμων, στην περιέκτικότητα αναστολέων στο σιτηρέσιο καθώς και στην 
παραγωγή ανασταλτικών για την υδρόλυση προϊόντων της αντίδρασης.
Πώζ σχετίζεται η πεπτικότητα πρωτεϊνών με τα επίπεδα 
πρωτεασών:
Τα αποτελέσματα που αποκτήθηκαν από την συγκεκριμένη μελέτη 
υποδεικνύουν ότι δεν υπάρχει απαραίτητα ανάλογη σχέση μεταξύ του 
επιπέδου των πρωτεασών και του ποσοστού πεπτικότητας των διατροφικών 
πρωτεϊνών. Αυτό γίνεται ιδιαίτερα εμφανές από την εξέταση του στελέχους 
Β4, το οποίο ενώ εμφάνισε το υψηλότερο επίπεδο πρωτεασών (4,539 U/mg
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protein), παρουσίασε την μικρότερη ικανότητα πέψης όταν χρησιμοποιήθηκε η 
μικρότερη συγκέντρωση διατροφικής πρωτεΐνης για την μελέτη της in vitro 
πεπτικότητας (57,8%). Μία ακόμη απόδειξη της μη ανάλογης αυτής σχέσης 
προκύπτει από την παρατήρηση του βακτηριακού στελέχους C5, που ενώ 
εκδήλωσε το υψηλότερο ποσοστό πρωτεϊνικής υδρόλυσης σε σύγκριση με τα 
υπόλοιπα στελέχη, παρουσίασε ένα ενδιάμεσο επίπεδο παραγωγής 
πρωτεασών.
Μοριακή ταυτοποίηση των βακτηριακών στελεχών
Από την αλληλούχιση του γενετικού τόπου του 16S rRNA και το φυλογενετικό 
δένδρο που κατασκευάστηκε προέκυψε ότι τα βακτηριακά στελέχη F3 και F5 
πολύ πιθανόν ανήκουν στο ίδιο είδος και στο γένος Photobacterium, καθώς 
αποκαλύφθηκε ομοιότητα 97-98% με το Photobacterium profondum κατά την 
σύγκριση των αλληλουχιών του 16SrRNA με την αντίστοιχη του 
συγκεκριμένου είδους. Από την σύγκριση της ίδιας αλληλουχίας για τα 
υπόλοιπα στελέχη δεν ήταν δυνατόν να εξαχθούν ακριβή συμπεράσματα, 
επειδή δεν παρουσίασαν μεγάλη ομοιότητα με κάποιο γνωστό βακτηριακό 
γένος. Το μοναδικό αποτέλεσμα που προέκυψε για τα στελέχη αυτά με 
κάποια επιφύλαξη είναι ότι έχουν ομολογία 91-94% με το είδος Brevibacillus 
brevis, ποσοστό που δεν επαρκεί για την κατάταξή τους σε αυτό με βεβαιότητα. 
To Photobacterium profondum είναι ένα ευβακτήριο του ανοιχτού πελάγους, που 
ανακαλύφθηκε τα τελευταία χρόνια στην Ιαπωνία. Πρόκειται για Gram- 
αρνητικό βακτήριο, ραβδοειδούς μορφής, με μήκος 2-4μητ και πλάτος 0,8- 
Ι,Ομιη. Μπορεί νε επιβιώσει κάτω από υψηλές πιέσεις , σε ατμοσφαιρική πίεση 
καθώς και σε πιέσεις μεταξύ 0,lMPa και 70MPa στους 10°C (Yuichi Nogi et al., 
1998). Είναι αναερόβιο, χημειοοργανοτροφικό και έχει αποδειχθεί με ειδικές 
δοκιμασίες ότι μπορεί να χρησιμοποιεί 2 τύπους μεταβολισμού, τόσο αερόβιο 
όσο και αναερόβιο. Χρησιμοποιεί γλυκογόνο, D-γαλακτόζη, D-μαννόζη,
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μαλτόζη, D- γλυκόζη και γλυκερόλη ως μοναδικές πηγές άνθρακα και 
ενέργειας (Campanaro et al., 2005). Ωστόσο δεν έχει γίνει προς το παρόν κάποια 
αναφορά σχετικά την πρωτεολυτική δραστηριότητα και τις πρωτεάσες που 
παράγει και εκκρίνει το συγκεκριμένο βακτηριακό είδος και οι μέχρι τώρα 
μελέτες έχουν περιοριστεί κυρίως στην αλληλούχιση του γενώματος και τον 
καθορισμό των φυλογενετικών σχέσεων με άλλα είδη του ίδιου γένους και με 
άτομα της ίδιας οικογένειας ( Vibrionacene).
Μελλοντική εφαρμογή των αποτελεσμάτων
Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης παρουσιάζουν αξιοσημείωτο 
ενδιαφέρον, ιδιαίτερα για το πεδίο της εκτεταμένης ιχθυοκαλλιέργειας. Τα 
βακτηριακά στελέχη-παραγωγοί πρωτεασών μπορούν να χρησιμοποιηθούν 
από τους διατροφολόγους ψαριών ως προβιοτικά για την παρασκευή 
οικονομικά αποδοτικών ιχθυοτροφών, ιδιαίτερα για τα προνυμφικά στάδια,, 
κατά τα οποία το πεπτικό σύστημα δεν είναι επαρκώς ανεπτυγμένο (Mondal et 
al., 2008). Με την προσθήκη των στελεχών αυτών στις εμπορικές ιχθυοτροφές 
θα είναι δυνατή η πιο αποτελεσματική αξιοποίηση της παρεχόμενης τροφής 
από τα ψάρια, επομένως και η καλύτερη και ταχύτερη ανάπτυξή τους. 
Απαιτείται ωστόσο πιο εντατική έρευνα για να κατανοηθούν πλήρως τα 
μεταβολικά μονοπάτια που ακολουθούνται από τους μικροοργανισμούς 
αυτούς και να επιβεβαιωθεί η ουσιαστική συμβολή τους στην διαδικασία της 
πέψης.
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